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Einige Bemerkungen iiber Phykoerythrin und Phykocyan. 
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Harald Kylin. 
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(Aus dem botanischen Laboratorium der Universitat Lund, Schweden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Februar 1931.) 


In einigen fritheren Arbeiten (1910 und 1912) habe ich nach- 
gewiesen, daB bei den Florideen neben Phykoerythrin nicht selten 
auch Phykocyan vorhanden ist. Unter 27 untersuchten Arten ent- 
hielten nicht weniger als 14 sowohl Phykocyan als Phykoerythrin; 
bei den wbrigen 13 Arten kam nur Phykoerythrin vor. 

Als ich im Juli 1923 Gelegenheit hatte, an der biologischen 
Station Port Erin (Isle of Man, England) algologische Studien zu 
treiben, lenkte ich meine Aufmerksamkeit auf die Frage iiber das 
Vorkommen von Phykocyan neben Phykoerythrin bei den Florideen. 
Die Untersuchung wurde in folgender Weise gemacht. 

Die zu untersuchenden Florideen wurden wahrend einiger Tage in 
destilliertem Wasser (unter Zusatz von etwas Toluol als Antisepticum) extra- 
hiert. Die Thallusteile von Gigartina mamillosa muBten zuerst zerquetscht 
werden. Die Extrakte wurden dann durch Zusatz einer hinreichenden Menge 
Ammoniumsulfat gefallt. Den Farbstoffniederschlag lést man dann in Wasser 
und untersucht die Lésung spektroskopisch. Ist in dieser L6sung nur Phyko- 
erythrin vorhanden, beobachtet man nur die drei Absorptionsbander dieses 
Farbstoffes, die im Griin und Blau liegen, ist aber daneben auch Phykocyan 
vorhanden, bekommt man noch ein Absorptionsband im Orange, zwischen 
den Spektrallinien C und D. 

Unter den untersuchten Florideen enthielten folgende sowohl 


Phykocyan als Phykoerythrin: 


Callithamnion tetricum Gigartina mamillosa 
Ceramium ftlabelligerum Rhodymenia palmata 


Cystoclonium purpurascens 


Bei folgenden war nur Phykoerythrin vorhanden: 


Callophyllis laciniata Griffithsia setacea 
Ceramium ciliatum Heterosiphonia coccinea 
Dasya arbuscula Lomentaria articulata 
Dilsea edulis Plocamium coccineum. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCVII, I 








Harald Kylin, 


bo 


Unter den untersuchten 13 Arten enthielten demnach 5 so- 
wohl Phykocyan als Phykoerythrin. Gigartina mamillosa und 
Rhodymenia palmata sind verhaltnismaiBig reich an Phyko- 
cyan. Callithamnion tetricum, Ceramium flabelligerum 
und Cystoclonium purpurascens enthalten dagegen nur ge- 
ringe Phykocyanmengen. 

Diejenigen Florideen, die nur Phykoerythrin enthalten, sind 
lebhaft rot gefirbt. Ist neben Phykoerythrin auch etwas Phyko- 
cyan vorhanden, wird die Farbe mehr oder weniger tief braunrot 
bis purpurrot. Ist die Phykocyanmenge verhaltnismaBig grof, 
wird die Farbe rotviolett bis violett (vgl. des weiteren Kylin 1912, 
S. 537). 

Die Florideen, die erst in emer gréferen Tiefe als 3—5 m 
auftreten, haben nur Phykoerythrin, und sind deshalb lebhaft rot 
cefirbt, diejenigen, die in einer geringeren Tiefe leben, sind oft 
braunrot, purpurrot, rotviolett bis violett je nach der Menge des 
Phykoeyans. Als besonders hibsch violette Florideen médchte ich 
ner Gigartina laminarioides und Cryptopleura lobulifera 
erwihnen, die ich an der biologischen Station in Pacific Grove 
(Calif., U.S. A.) beobachtet habe. Sie traten da in groBem Reich- 
tum an der unteren Ebbegrenze auf. 


Phykoerythrinmodifikationen. 


In einer friiheren Arbeit habe ich darauf hingewiesen, daB 
die Phykoerythrinlésungen aus den Rhodomelaceen Rhodomela 
subfusea, Polysiphonia nigrescens und P. Brodiaei ,,voll- 
kommen oder beinahe vollkommen der Fluorescenz‘‘ entbehren 
(Kylin 1912, $. 423). Die Lésungen zeigen indessen dieselben 
drei Absorptionsbiinder wie die normalen Phykoerythrinlésungen, 
und des weiteren krystallisiert das Phykoerythrin aus den oben 
erwihnten Rhodomelaceen in derselben Weise wie das typische 
Phykoerythrin. In einer jiingst erschienenen Arbeit behauptet in- 
dessen Lemberg (1928, S$. 78), daB das ,,nicht fluorescierende 
Phykoerythrin* aus einem Gemisch von normalem, stark fluores- 
cierendem Florideenphykoerythrin und _ reichlich beigemengten 
braunen Pigmenten bestehe. 

Wahrend des letzten Sommers (1930) habe ich in der biolo- 
gischen Station Kristineberg an der Westkiiste Schwedens das 
Phykoerythrin aus Polysiphonia urceolata extrahiert und 
durch 5maliges Umfallen mit Ammoniumsulfat gereimgt; gut 
entwickelte Krystalle wurden nicht erhalten. Die in Rede stehende 
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Phykoerythrinlosung fluorescierte bedeutend schwacher als die 
Lésungen des typischen Florideenphykoerythrins. Die Fluorescenz- 
farbe war auch nicht dieselbe wie die des typischen Phykoerythrins. 
Das typische Phykoerythrin zeigt eine orangegelbe Fluorescenz- 
farbe, das Phykoerythrin aus Polysiphonia dagegen eine orange- 
farbige bis orangerote. Die Absorptionskurven sind auch nicht 
einander vollig gleich, indem das dritte Band des Phykoerythrins 
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Absorptionskurve einer Phykoerytbrinldsung Absorptionskurve der Phykoerythrinlésung 
aus Polysiphonia urceolata. einer Cyanophycee. 


aus Polysiphonia das kraftigste ist, das dritte Band des typi- 
schen Phykoerythrins dagegen das schwiachste. In Fig. 1 sehen 
wir die Absorptionskurve des Phykoerythrins aus Polysiphonia 
urceolata. Die Kurve verdanke ich dem Priv.-Doz. Dr. Arne 
Tiselius, Uppsala. Die Maxima liegen bei 2 = 568 yuyu, 24 = 538 pe 
und 4 = 497 wu, die Minima bei 2 = 553 wu und 2 = 513 pu. Bei 
dem typischen Phykoerythrin hegen die Maxima bei 4 569—565, 
2 541—537 und / 498—492, die Minima bei 4 557—553 und 
, 516—510 (Kylin 1910, §. 212). 

Bei den Florideen gibt es demnach zwei verschiedene Phyko- 
erythrinmodifikationen, und zwar eine stark fluorescierende mit 
einer orangegelben Fluorescenzfarbe und eine schwach fluores- 
cierende mit einer orangefarbigen bis orangeroten Fluorescenz- 
farbe. Die letztere Modifikation ist bei emigen Rhodomelaceen 
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nachgewiesen worden und diirfte bei allen typischen Rhodo- 
melaceen vorhanden sein, dagegen nicht bei den beiden Unter- 
familien, zu denen einerseits Laurentia und Chondria, anderer- 
seits Dasvya und Heterosiphonia gehoren. Diese vier Gattungen 
enthalten normales, stark fluorescierendes Phykoerythrin. — In 
diesem Zusammenhang moége daran erinnert werden, daB die 
typischen Rhodomelaceen, wenn sie im Wasser liegend absterben, 
nicht wie ubrige Florideen eine orangegelbe Farbe annehmen. 

Es ist von Boresch (1921, 5. 167) nachgewiesen worden, dab 
es bei den Cyanophyceen eine besondere Phykoerythrinmodi- 
fikation gibt, die sich von dem typischen Phykoerythrin dadurch 
unterscheidet, dai ihr Absorptionsspektrum nur ein Band (anstatt 
deren drei) hat. In bezug auf einige ailtere Literaturangaben, die 
so gedeutet worden sind, daB typisches, dreibindiges Phyko- 
erythrin bei den Cvanophyceen auch vorhanden sein sollte, ver- 
weise ich auf die Arbeit von Boresch (1921, 5.197). Bis jetzt 
ist das einbiindige Phykoerythrin der Cyanophyceen nur von 
Boresch untersucht worden, und es kénnte deshalb von einem 
gewissen Interesse sein, mitzuteilen, da® ich bei einer Cyanophycee 
dieselbe Modifikation gefunden habe. Es handelt sich hier um 
eine Dermocarpa-Art (vielleicht D. violacea; vgl. Hauck, 
Meeresalgen, $. 517), die ich den letzten Sommer auf der kleinen 
Insel Tova in der Nahe der biologischen Station Kristineberg an 
der Westkiiste Schwedens erbeutete. Die in Rede stehende Alge 
trat in reicher Menge in einem kleinen Tiimpel etwa 1 m oberhalb 
der Meeresoberflaiche auf; bei etwas kraftigeren Wellenbewegungen 
konnte frisches Meerwasser in den Tiimpel hineinkommen. Sie 
bedeckte alte, etwa 3—5cm hohe Thallusteile von KEntero- 
morpha und Bangia beinahe volisténdig mit emer braunroten 
Schicht. Die ganze Vegetation des Tiimpels war braunrot. 

Von der fraglichen Alge wurde etwas Material eingesammelt 
und in destilliertes Wasser (neben etwas Toluol) gelegt. Nach 
6 Wochen wurde der rote, lebhaft orangegelb fluorescierende 
Eixtrakt abfiltriert und spektroskopisch untersucht. Er zeigte ein 
kraftiges Absorptionsband 1m Griinen zwischen D und E mit 
Maximum bei 4 = 546 wu. In Fig. 2 ist die Absorptionskurve ab- 
gebildet. Die Kurve verdanke ich dem Priv.-Doz. Dr. Arne 
Tiselius, Uppsala. Das kleine Absorptionsmaximum bei / = 
490 py und die kraftige Absorption im YVioletten (auf der Kurve 
nicht gezeichnet), beruhen sicher auf Verunreinigungen; der ge- 
ringen Menge des Extraktes wegen war eine Reinigung nicht mdég- 
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lich. — Es ist noch zu erwiéhnen, daf{ das Absorptionsmaximum 
des Phykoerythrins der Cyanophyceen nach den Untersuchungen 
von Boresch (1921, 5.191) bei 4 = 550 yyw liegt. Meine Angabe 
stimmt demnach gut mit derjenigen von Boresch iiberein. 


Phykocyanmodifikationen. 

Molisch (1906 S. 822) hat darauf hingewiesen, daB es mehrere 
Modifikationen von Phykocyan gibt. In einer fritheren Arbeit 
(1912 $. 423) habe ich das Vorkommen von mehreren Phykocyan- 
modifikationen bestitigt und dabei drei Modifikationen  be- 
schrieben, und zwar die blaugriine, die blaue und die blauviolette. 

1. Blaugriines Phykocyan. Die Lésung ist blau bis blau- 
grin, bei geringerer Konzentration blaugriin bis griin, bei 
stirkerer Konzentration blauviolett bis violett. Sie zeigt eine 
prachtvoll dunkelcarminrote Fluorescenz und _ besitzt ein Ab- 
sorptionsband, welches im Orange zwischen © und D liegt, mit 
Maximum bei 4 624—618 wu. Diese Modifikation war bei zwei 
Florideen, Batrachospermum Gallaei und Lemanea fluvia- 
tilis, und bei emer Cyanophycee, Calothrix sp. (C. scopu- 
lorum) nachgewiesen worden (Kylin 1912). Spater ist sie von 
Boresch (1921) fiir mehrere Arten der Cyanophyceengattungen 
Phormidium, Oscillatoria, Lyngbya, Microchaete, Ana- 
baena und Nostoe angegeben worden. Nach den Messungen von 
Boresch (1921, 8.177) lag das Maximum der Absorption in 
4 Fallen auf 4 615, in 2 Fallen auf 4 625 und in je einem Fall auf 
2630 und 4608. Jiingst ist diese Phykocyanmodifikation von 
Svedberg und Katsurai (1929, 8. 3576) bei Aphanizomenon 
flos aquae nachgewiesen worden; Maximum bei / 615 sw. 

2. Blaues Phykoeyan. Die Lésung ist hellblau, bei ge- 
ringerer Konzentration mit einem Stich ins Griin, bei starkerer 
Konzentration indigoblau, blauviolett bis violett. Sie zeigt eine 
prachtvoll dunkelcarminrote Fluorescenz und besitzt zwei Ab- 
sorptionsbinder, das eine im Orange zwischen C und JD mit 
Maximum bei / 615—610, das andere, etwas schwichere im Gelb- 
grin zwischen D und EK mit Maximum bei 4 577—573. Diese 
Modifikation ist bei Oscillaria limosa (Molisch 1906, S. 805) 
und bei Phormidium sp. (Kylin 1912, $. 412) nachgewiesen 
worden. Nach Boresch (1921, S. 188) liegt indessen hier keine 
besondere Phykocyanmodifikation vor, sondern eine Mischung 
zwischen dem blaugriinen Phykoeyan und dem Phykoerythrin der 
Cyanophyceen. 
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3. Blauviolettes Phykocyan. Die Lésung ist indigoblau, 
bei geringerer Konzentration hellblau, bei starkerer Konzentration 
blauviolett, violett bis rotviolett. Sie zeigt eine prachtvoll dunkel- 
carminrote Iluorescenz und besitzt zwei Absorptionsbinder, das 
eine im Orange zwischen C und D mit Maximum bei / 618—613, 
das andere, etwas schwachere im Griin zwischen D und FE mit 
Maximum bei / 553—549. Sie ist bei Ceramium rubrum nach- 
gewiesen worden (Kylin 1910, 5. 213), und diirfte wbrigens bei 
den Florideen weit verbreitet sein. Jiingst ist das Phykocyan aus 
Ceramium rubrum von Svedberg und Lewis (1928, 8. 525) 
untersucht worden. Das Phykocyan aus Porphyra tenera zeigt 
nach Svedberg und Katsurai (1929, 8.3576) dasselbe Ab- 
sorptionsspektrum wie das Phykocyan aus Ceramium rubrum. 
Nach Lemberg (1930, 5. 198) ist aber das Phykocyan aus Por- 
phyra tenera nicht identisch mit dem Phykocyan aus Ceramium 
rubrum. 
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Uber das Vorkommen von Apfelsdure bei einer Braunalge. 
Von 


Harald Kylin. 


(Aus dem Botanischen Laboratorium der Universitat Lund, Schweden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Februar 1931.) 


Bei meinen algologischen Untersuchungen habe ich oft beob- 
achtet, daB Desmarestia viridis beim Absterben eine blaugriine 
Farbe annimmt. Frisch aus dem Meere erbeutete Individuen sind 
schén braun gefairbt, werden sie aber in eine Glasschale ohne 
Wasser eingelegt, verindert sich ihre Farbe schon nach 10 bis 
15 Minuten ins Blaugriine. 

Wird etwas Material von lebender Desmarestia viridis 
mit 96°/,igem Alkohol wbergossen, fairbt sich der Alkohol bald 
gvelb, und zwar weil aus der Alge Fucoxanthin ausgezogen wird. 
In derselben Weise benehmen sich andere lebende Braunalgen. 
LiBt man die Extraktionsversuche tiber Nacht stehen, so ist die 
Alkohollésung in denjenigen mit Desmarestia viridis blaugriin 
cefirbt, in denjenigen mit anderen Braunalgen dagegen stark gelb- 
braun. Uber das Fucoxanthin siehe Kylin 1927, S. 60. 

Desmarestia viridis stirbt ziemlich schnell in wasser- 
sefiillten Glasschalen und bringt dabei auch andere, weniger 
empfindliche Algen zum Absterben. Ks scheint, als ob sie das 
Wasser in irgendeiner Weise vergiftete. 

Bei meinem Aufenthalt an der biologischen Station Kristine- 
berg an der Westkiiste Schwedens im Sommer 1930 versuchte ich 
die Ursache der oben angefiihrten Eigentiimlichkeiten bei Des- 
marestia viridis einigermaBen klarzulegen. Bei meiner Unter- 
suchung fand ich bald, daB die Wasserextrakte von D. viridis 
stark sauer reagierten. Sie farbten sogar Kongorot blau. Legt 
man einige frische Thallusstiickchen von D. viridis auf mit 
Kongorot gefarbtes Filtrierpapier, firbt sich dieses beim Absterben 
der Alge blau. Beim Zerquetschen der lebenden Alge mit einer 
Nadel farbt sich das unterliegende Kongopapier unmittelbar stark 
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blau. D. viridis enthalt also nicht unbedeutende Mengen irgend- 
einer organischen Siure, und das Vorkommen dieser Siure erklirt 
die obenerwahnten Eigentiimlichkeiten. 

Das Fucoxanthin, der spezielle Farbstoff der Braunalgen, 
wird bei saurer Reaktion verindert und verfiarbt sich dabei ins 
Blaugrine. Beim Absterben der Desmarestia viridis dringt 
die in den Vakuolen vorhandene Siure in die Chromatophoren 
hinein und fiarbt nach und nach das Fucoxanthin blaugriin. Die 
canze Pflanze verfiairbt sich dabei ins Blaugriine. Extrahiert man 
frisches Material von D. viridis mit Alkohol, wird das Fuco- 
xanthin ausgezogen, die anfangs gelbe Farbe des Extraktes wird 
aber durch die Einwirkung der Séure nach und nach ins Blau- 
griine verindert. Beim Absterben von D. viridis in einer wasser- 
gefiillten Glassechale wird die Reaktion des Wassers durch die 
heraustretende Saiure verandert, und das Wasser wirkt dann auf 
andere in der Glasschale vorhandene Algen mehr oder weniger 
oiftig (vgl. Kvlin 1927, 8. 243). 

Die oben angefiihrten Eigentiimlichkeiten beim Absterben 
von Desmarestia viridis zeigen sich nicht beim Absterben von 
Desmarestia aculeata, was damit im Zusammenhang steht, 
daB diese keine Siure enthilt. Desmarestia ligulata (von den 
europdischen Kiisten des Atlantischen Meeres), D.munda und 
D. latissima (von Friday Harbor, Wash., U.S. A.) verfarben sich 
beim Absterben in ahnlicher Weise wie D. viridis sehr schnell 
ins Blaugriine, was wohl darauf beruht, daB sie nicht unbedeutende 
Mengen irgendeiner organischen Siéiure enthalten. 

Es ist eine seit lange her bekannte Tatsache, daB die Braun- 
algen beim Abtéten in siedendem Wasser, in Alkohol- oder Ather- 
lésungen sofort eime griine Farbe annehmen. Diese Krscheinung, 
die Willstatter (1914, S. 241) zu erklaren versucht hat, beruht 
aber nicht auf irgendeiner Veriainderung des Fucoxanthins, und 
ist demnach eine ganz andere Erscheinung, als die allmahlich ein- 
tretende Blaugriinfirbung einer absterbenden Desmarestia 
viridis. 

Zum Zwecke einer Bestimmung der in Desmarestia viridis 
auftretenden organischen Saéure habe ich folgende Versuchs- 


serien gemacht. 

Versuch 1. Etwa 200g frisches Material wurde mit destilliertem 
Wasser iibergossen und iiber Nacht stehen gelassen. Der abfiltrierte Extrakt 
wurde dann auf dem Wasserbade stark eingeengt und mit 10 Volumen 96°/,igem 
Alkohol niedergeschlagen. Der Niederschlag, der aus verschiedenen Salzen 
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und aus einem dextrinahnlichen Kohlenhydrat (Laminarin, vgl. Kylin 1918, 
S. 240) bestand, wurde abfiltriert und das Filtrat auf dem Wasserbade stark 
eingeengt; der Riickstand wurde in etwas Wasser gelést. Die so erhaltene 
Lésung war stark sauer. Ein Teil davon wurde stark konzentriert und dann 
zu einigen Mikrosublimationsversuchen nach den Angaben von Thunmann 
(1913) benutzt. Benzoesaure konnte nicht nachgewiesen werden, dagegen 
wurden in reicher Menge Krystalle erhalten, die denjenigen von Thunmann 
(1913, S.145, Fig.38b) abgebildeten sehr ahnlich waren, und die auf das Vor- 
kommen von Apfelsiure hindeuten. 

Hier sei nun bemerkt, daB das urspriingliche Wasserextrakt nicht un- 
bedeutende Mengen Calcium enthielt. Oxalsaure war demnach nicht vor- 
handen und wohl auch nicht Weinsaure oder Citronensaure, die alle schwer 
lésliche Calciumsalze geben. — Die obenerwahnte, stark saure Lésung wurde 
dann mit Ather ausgeschiittelt; das Atherextrakt wurde abgedampft, der 
Riickstand in Wasser gelést, die Lésung mit einigen Trépfchen Ammoniak 
neutralisiert (sie war nur schwach sauer) und dann bis zu 2 ccm konzentriert. 
Die so erhaltene Lésung wurde mit einigen Trépfchen verdiinnter Eisenchlorid- 
lésung versetzt, wobei aber kein Niederschlag entstand. Bei Anwesenheit 
von Bernsteinsiure hatte sich ein gelbbrauner Niederschlag bilden sollen. 
Bernsteinsaure war also nicht in nachweisbaren Mengen vorhanden. — Die 
mit Ather ausgeschiittelte Lésung wurde mit Calciumhydroxyd schwach 
alkalisiert und dann auf dem Wasserbade eingeengt. Es bildeten sich dabei 
keine Niederschlige von Weinsaéure oder Citronensiure. Die Lésung zeigte 
die von Berg angegebene Reaktion auf Apfelsiure: Gelbfarbung mit 2 Tropfen 
FeCl, und 2 Tropfen HCl (vgl. Czapek, 1921 S. 100). Die Lésung wurde 
einigemal durch Umfallung mit 3 Volumen 96°/,igem Alkobol gereinigt und 
dann wieder mit positivem Resultate auf Apfelsdure gepriift. 

Versuch 2. Etwa 85 g luftgetrocknetes Material wurde mit destilliertem 
Wasser iibergossen und dann 2 Tage stehen gelassen. Das Extrakt wurde 
abfiltriert, mit Calciumhydroxyd schwach alkalisiert und auf dem Wasserbade 
bis zum reichlichen Auskrystallisieren von Salzen eingeengt. Die abfiltrierte 
Salzmasse wurde nach A, das Filtrat nach B behandelt. 

A. Die abfiltrierte Salzmasse wurde in einer geringen Menge salzsaurem 
Wasser gelést. Ungeléstes Calciumsulfat wurde abfiltriert, das Filtrat mit 
Ammoniak schwach alkalisiert und die Nacht iiber stehengelassen. Der 
gebildete Niederschlag wurde abfiltriert und mit etwas verdiinnter Essigsaure 
behandelt. Dabei nicht geléster Niederschlag wurde abfiltriert und mikro- 
skopisch untersucht. Calciumoxalatkrystalle waren vorhanden; der Nieder- 
schlag enthielt auch Eisenphosphat. Das essigsaure Filtrat wurde mit 
Calciumhydroxyd alkalisiert und unter mehrmaligem Zusatz von Calcium- 
hydroxyd auf dem Wasserbade konzentriert. Es bildete sich aber kein Nieder- 
schlag, der auf das Vorkommen von Weinsaure oder Citronensaéure hindeuten 
k6nnte. 

B. Das Filtrat (siehe oben) wurde durch Zufiigen von 2?/, Vol. Alkohol 
gefallt, der Niederschlag abfiltriert und das Filtrat nach C behandelt. Der 
Niederschlag wurde in einer geringen Menge Wasser gelést, mit Salzsaure 
versetzt und dann mit 10 Vol. Alkohol gefallt; die gréBten Salzmengen und 
das Laminarin (vgl. oben) wurden darin niedergeschlagen, die Apfelsiure 
blieb aber in Lésung. Die Lésung wurde dann unter Zusatz von Calcium- 
hydroxyd bis zu alkalischer Reaktion auf dem Wasserbade konzentriert und 
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schlieBlich mit 3 Vol. Alkohol gefallt. Der Niederschlag wurde in etwas Wasser 
gelést und durch Zusatz von 3 Vol. Alkohol einigemal gereinigt. Die schlieB- 
lich erhaltene, einigermaBen gereinigte Loésung zeigte die von Berg angegebene 
Reaktion auf Apfelsdure (vgl. oben). Die Lésung wurde mit Salzsaéure ver- 
setzt und polarimetrisch untersucht. Sie war optisch inaktiv, da aber die 
Léosung sehr verdiinnt war, und die optische Drehung der Apfelsiure gering 
ist, kann aus dieser Beobachtung nicht geschlossen werden, daB hier eine 
Mischung zwischen d-Apfelsiure und 1-Apfelsiure vorhanden war. 

C. Das Filtrat von dem Niederschlage in B wurde mit Salzsdure angesiuert, 
mit Ather ausgeschiittelt und dann weiter nach D behandelt. Die Ather- 
losung wurde abgedampft, der Riickstand in Wasser gelést und die Wasser- 
ldsung in derselben Weise wie im Versuch 1 auf Bernsteinséure gepriift. 
Beim Zusatz von Eisenchlorid wurde diesmal eine geringe Menge eines gelb- 
braunen Niederschlages gebildet, was wohl auf das Vorhandensein einer ge- 
ringen Menge Bernsteinséure hindeutet. 

D. Die mit Ather ausgeschittelte Lésung wurde mit Calciumhydroxyd 
neutralisiert und dann auf dem Wasserbade eingeengt. Die so erhaltene 
Léosung wurde mit positivem Resultate auf Nitrate (mit Diphenylamin und 
konzentrierter H,SO,), auf Jodide (mit einer sauren Starkelésung und Wasser- 
stoffsuperoxyd) und auf einfache Zuckerarten (mit Phenylhydrazin) gepriift. 

Aus den oben angefiihrten Versuchen geht demnach hervor, 
daf die saure Reaktion der Extrakte von Desmarestia viridis 
auf dem Vorkommen von Apfelsiiure beruht. Es ist méglich, daB 
auch geringe Mengen Bernsteinsiiure vorhanden sind. Es_ ist 
jedoch zu bemerken, da im Versuche mit frischem Material keine 
Bernsteinsiiure nachgewiesen wurde. 

In dem Wasserextrakte von Desmarestia viridis wurden 
veringe Mengen von Calciumoxalat nachgewiesen. Geringe Oxalat- 
mengen sind friiher bei folgenden Braunalgen nachgewiesen: 
Ascophyllum nodosum, Fucus serratus, F. vesiculosus, 
Laminaria digitata und L. saccharina (Kylin1915, §. 351). 
— Weinsiiure und Citronensiure konnten in Desmarestia viridis 
nicht nachgewiesen werden und ebensowenig Benzoesiure. 

Ferner sei darauf hingewiesen, daB ich im Laufe der Analyse 
im Wasserextrakte von Desmarestia viridis geringe Mengen 
von folgenden Stoffen habe nachweisen kénnen: namlich Eisen, 
Nitrate, Phosphate, Jodide und einfache Zuckerarten; in bezug 
auf das Vorkommen von diesen Stoffen bei den Meeresalgen vel. 
des niheren Kylin 1915, 5. 337, und 1929 5. 50. 

Zum Zwecke einer quantitativen Bestimmung der in Des- 
marestia viridis vorkommenden Siuremenge wurde folgender 


Versuch gemacht. 

Versuch 38. 5,00g luftgetrocknetes Material, entsprechend 4,37 ¢ 
Trockensubstanz (1,795 g luftgetrocknetes Material gab 1,568 g Trocken- 
substanz), wurden je einen Tag 5mal in destilliertem Wasser extrahiert und 
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die vereinigten Extrakte mit Natronlauge titriert; 25,82 ccm 0,1-n Natron- 
lauge wurden aufgebraucht. 

Aus den Angaben im Versuch 3 la8t es sich berechnen, dab 
Desmarestia viridis 3,96°/, Apfelsiure, aus der Trockensubstanz 
berechnet, enthalt, unter der Voraussetzung, da diese Siiure 
allein fiir die saure Reaktion verantwortlich ist. 

Ks ist schon oben erwihnt worden, dai die Wasserextrakte 
von Desmarestia aculeata nicht sauer sind. Freie Apfelsiiure 
kann demnach hier nicht vorhanden sein, wohl aber kénnen 
fipfelsaure Salze vorkommen. Um das Vorhandensein § solcher 
Salze nachzuweisen, habe ich etwa 50 g luftgetrocknetes Material 
von Desmarestia aculeata nach den Angaben im Versuch 2 
untersucht. Die Untersuchung ergab, da iapfelsaure Salze in 
Desmarestia aculeata vorhanden sind. Geringe Oxalatmengen 
wurden nachgewiesen; Salze von Weinséure und Citronensiiure 
konnten nicht nachgéwiesen werden. Auf Benzoesiiure wurde 
nicht geprift. In ahnlicher Weise wie bei Desmarestia viridis 
sind in den Wasserextrakten von D. aculeata geringe Mengen 
von Eisen, Nitraten, Phosphaten, Jodiden und einfachen Zucker- 
arten vorhanden. 
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Beitrag zur Kenntnis der Beziehung zwischen Hypocalcimie 
und Tetanie. 
Von 
Fr. Holtz, E. Isemer und H. Stichnoth. 
Mit 4 Figuren im Text. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der Universitat Gottingen. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Marz 1931.) 


Binger') injizierte Hunden intravenés Phosphat (150—200 mg Phos- 
phor pro Kilogramm K6rpergewicht) und beobachtete stets Tetanie, wenn die 
injizierte Phosphatlésung eine Wasserstoffionenkonzentration kleiner als 
10-® besaB. In allen Fallen sank der Serumkalkspiegel in den Stunden nach 
der Injektion auf 5—6 mg-°/,). — Bei Nachpriifung dieser Experimente gelang 
es Greenwald?) nicht, durch Phosphatinjektion Tetanie zu erzeugen. — 
Kk. F. Tisdall*) kam auf Grund seiner Untersuchungen zu dem SchluB, daB 
der Quotient Kalkgehalt des Serums/Phosphatgehalt des Serums nicht be- 
deutungsvoll fiir den Ausbruch einer Tetanie ist. Tisdall injizierte Hunden 
intravenés waihrend I Stunde 140—180 mg Natriumphosphat bzw. Phosphor- 
saure pro Kilogramm Kérpergewicht und beobachtete 2 Stunden nach In- 
jektionsbeginn ein Absinken des Serumkalkes von etwa 10 mg-°/, auf fast 
5 mg-°/, und einen Anstieg des anorganischen Phosphors im Serum von 3 bis 
6 mg-°/, auf 13—32 mg-°/). Nur in einem einzigen Falle von 7 Hunden wurde 
Tetanie ausgeldést. 

Wir fanden nach peroraler Phosphatgabe bei Kaninchen 
(Smal innerhalb 6 Tagen je 0,5 g Na,HPO, + 12 aq. = 0,17 g 
Phosphor pro Kilogramm Ké6rpergewicht) kemen oder einen nur 
sehr unbedeutenden Abfall des Serumkalkspiegels (Fig. 1). 


Nach Haldane‘) verursacht Uberventilation einen sehr bedeutenden 
Abfall der Phosphationen und einen geringen Anstieg des Calciumgehaltes im 
Serum (bis etwa 11,5 mg-°/,). Trotz dieser VergréBerung des Quotienten 
Kalkgehalt/Phosphatgehalt des Serums tritt wahrend der Uberventilation 
stets Steigerung der Muskelerregbarkeit und endlich Tetanie auf. — Zu gleichen 
Ergebnissen gelangten Grant-Goldmann.°) 

Holtz*) bestatigte den Befund von Haldane beziiglich der Phosphat- 
ionen, konnte aber das Ansteigen des Serumkalkgehaltes wahrend der Uber- 
ventilation nicht als typische Folgeerscheinung beobachten. — Gydérgy- 
Vollmer’) fanden in ihren Uberventilationsversuchen, da8 der Serumkalk 
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sich ,,durch eine auffallende Konstanz oder nur ganz leichte Erhéhung* aus- 
zeichnet. — Nachdem Popoviciu und Popescu’) gezeigt haben, daB sich 
der Anstieg des Serumkalkgehaltes wahrend der Uberventilation durch phar- 
makologische Blockierung des vegetativen Nervensystems sehr verkleinern 
laBt, kann man annehmen, da die Verinderung des Kalkgehaltes weitgehend 
vom Zustande des vegetativen Nervensystems abhingt, also fiir die ver- 
schiedenen Versuchspersonen sehr verschiedenartig sein kann. 


Im Gegensatz zu den experimentellen Befunden bei Uber- 
ventilationsversuchen ist der Ausbruch der parathyreopriven ‘Te- 
tanie stets mit einer Hypocaleimie verbunden; experimentelle 

mg % B 
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| Fig. 1. 
Serumkalkspiegel der Kaninchen A, B und © nach peroraler Phosphatgabe (Smal innerhall, 
6 Tagen je 0,5g Na,HPO, + 12aq. = 0,17 g Phosphor pro Kilogramm Korpergewicht). 


hs = perorale Phosphatgabe. 


Hebung des Serumkalkspiegels (z. B. durch intravendse Injektion 
von Caleiumionen) behebt schlagartig die Tetaniesymptome. 
Aber auch bei parathyreopriven Hunden ist der Ausbruch der 
Tetanie keineswegs an eine bestimmte Hohe des Serumkalk- 
gehaltes gebunden: In unseren Versuchen am Hunde trat die 
Tetanie sowohl bei 8,5 mg-°/, Gesamtkalk im Serum als auch erst 
bei 3,5 mg-°/, auf. Der parathyreoprive Hund Nr. 136 hielt 
wihrend 11 Wochen einen Serumkalkspiegel von etwa 7 mg-° 9, 
ohne daB Tetaniesymptome erkennbar waren, erst bei einem 
Gesamtkalkgehalt des Serums von 6,6 mg-°/) zeigten sich tetanische 
Krampfe. 

Es ist somit heute erwiesen, daB eine ausgesprochene Hypo- 
caleémie nicht von einer Tetanie gefolgt sein muB und da’ um- 
vekehrt eine Tetanie keineswegs eine Verkleinerung des Quotienten 
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Calciumphosphat als Vorbedingung hat. Selbstverstaindlich mu8 
aber, worauf Gyoérgy hinwies, bei diesen Betrachtungen die 
Austandsform des Serumkalkes (ionisiert; nicht dialysabel) be- 
rucksichtigt werden. 

Analog zu dieser Feststellung steht die bekannte Tatsache, 
da eme Hypoglykimie nicht stets mit hypoglykamischen 
Krampfen verbunden ist. Tetanie wurde niemals bei der post- 
hyperglykamischen Hypoglykimie beobachtet.®) 

In Anlehnung an diese Versuche wher posthyperglykamische 
Hypoglykémie suchten wir eine posthypercalecimische Hypo- 
calcémie zu erhalten, um dann zu priifen, ob in diesem Zustande 
Kriimpfe auftreten kénnen. Durch perorale Calciumgabe la8t sich 
nur eine geringe Hvpercalciimie erzeugen (bei peroraler Kingabe 
von 3,5 g Calciumlactat = 0,86 g Calcium pro Kilogramm Korper- 
vewicht stieg der Serumkalkwert beim JKaninchen von 12,0 auf 
13,1 mg-°/) Ca). Die Hypercaleimie nach Calcinosefaktor klingt 
nur sehr langsam ab, da der Calcinosefaktor gespeichert wird und 
wihrend Wochen nachwirkt.1°) Wir benutzten zur Erzeugung 
der Hyperealeimie Nebenschilddriisenhormon*), da Colliphormon 
zu einem relativ raschen Anstieg mit nachfolzendem schnellen 
Abfall des Serumkalkspiegels fihrt. 

Wir wihlten zu unseren Versuchen Kaninchen, weil der 
Serumkalkspiegel bei ihnen nicht so starr an eine bestimmte Héhe 
fixiert ist, wie bei anderen Tieren (Hund, Ratte, Ziege, Mensch). 
Der normale Serumkalkspiegel schwankt etwa zwischen 10,0 mg-°/, 
und 14,5 mg-°/, Ca. Gefundene Werte: 10,1; 10,6; 10,8; 10,9; 
11,0; 11,9; 12,0; 12,2; 18,1; 18,8; 13,6; 13,9; 14,0; 14,5; 14,8. 
Wir miussen also ein Absinken unter 9 mg-°/) als Hypocalcimie 
ansehen. 

Um die Tetaniebereitschaft zu erhOhen, wurde wihrend der 
Versuche den Tieren sekundires Natriumphosphat peroral zu- 
vefiihrt (5mal innerhalb 6 Tagen 170 mg Phosphor pro Kilogramm 
Kérpergewicht). Diese Dosis fiihrt nicht, wie bereits in dieser 
Arbeit bewiesen, zur Hypocaleimie. An den beiden ersten Ver- 
suchstagen injizierten wir subcutan je 30 ccm oder 20 eem Collip- 
hormon (= 200 E. bis 125 E. pro Kilogramm Ké6rpergewicht) 


Unsere Versuchsresultate kénnen wir in 3 Gruppen einteilen: 


*) Wir verwandten ,,Para-Thor-Mone-Lilly* (Eli Lilly and Company, 
Indianapolis, Ind. A.S.A.), welches uns von der Firma Louis Ritz & Co., Ham- 
burg in dankenswerter Weise zu ermaBigtem Preis zur Verfiigung gestellt wurde. 
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1. Die Tiere reagieren kaum auf die Colliphormoninjektion 


(Fig. 2). 
2. Es erfolgt eine Hypercaleimie und anschlieBend eine 


Hypocaleimie (Fig. 3). 
3. Wir erzeugten eine Hypercaleéimie, die von emer tiefen 
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Fig. 2. Fig. 4. 


Serumkalkspiegel eines Kaninchens nach 
2maliger subcutapver Injektion von je 126 Ein- 
heiten des Colliphormons und peroraler Phos- 

phatgabe (5mal innerhalb 6 Tagen). 


Serumkalkspiegel eines Kaniocheas nach 
2maliger subcutaner Injektion von je 200 Ein- 
heiten des Colliphormons und peroraler Phos- 

phatgabe (5mal innerhalb 6 Tagen). 
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Fig. 3. 

Serumkalkspiege] eines Kaninchens nach 2maliger subcutauer Injektion von je 2U0 Einheiten 
Colliphormon und peroraler Phosphatgabe (5mal innerhalb 6 Tagen). Die Sektion des Tieres 
zeigte auGerordentlich hochgradige Aortenverkalkuvg als Folge der 2maligen Zufibrung von 
Nebenschilddrfisenhormon. 


} = perorale Phosphatgabe. u = Colliphormoninjektion. 


Hypocaleimie gefoigt wurde. Es traten tetanische Krimpfe auf, 
die ad exitum fuhren kénnen (Fig. 4). 

Es gelingt somit, durch Colliphormonzufuhr eine posthyper- 
calcimische Hypocalcimie zu erzeugen. Es erscheint sehr un- 
wahrscheinlich, daB durch die kurzfristige Hypercaleémie eine 
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Schadigung der Epithelkérper erfolgte, denn sehr langfristige 
Hyperealeimien (durch Calcinosefaktor erzeugt) hatten niemals 
schadigenden KinfluB auf die Funktion der Epithelkérper. 

Im Gegensatz zur posthyperglykimischen Hypoglykimie 
fanden wir, daB bei posthypercaleémischer Hy pocalcimie tetanische 
Krimpfe auftreten kénnen. 

Nachdem es uns gelungen ist, eine posthypercalcimische 
Hypocaleiimie experimentell wiederholt zu beobachten, erscheint 
es wahrscheinlich, daB — in ahnlicher Weise wie beim Blutzucker — 
durch die Hypercaleémie im Organismus ein bisher unbekannter 
Gegenregulationsmechanismus in Tatigkeit gesetzt wird, der den 
Serumkalkspiegel senkt. Von Mirvish?!!) wurde aus Ovarien und 
Nebennieren ein Extrakt isoliert, der den normalen Serumkalk- 
splegel zu senken imstande ist. Es fiel in einem unserer eigenen 
Versuche der Serumkalkspiegel eines Hundes nach Injektion 
eines Praparats, das nach Mirvish’ Angaben aus Hafermehl her- 
vestellt wurde, in 21 Stunden von 10,6 auf 7,1 mg-°/) Ca. — Es 
ist denkbar, daB im tierischen Organismus ein dem Insulin analoges 
Hormon vorkommt, das dem Nebenschilddriisenhormon antago- 
nistisch wirkt. Wie weit die von uns beobachteten Krimpfe 
wiihrend der posthypercalcimischen Hypocalcimie vielleicht in 
Zusammenhang stehen mit einer Uberschwemmung des Orga- 
nismus mit diesem hypothetischen Hormon, laBt sich an Hand 
unserer bisherigen Versuche keineswegs entscheiden. 
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Untersuchungen iiber die Gallensduren. 
XXXIV. Mitteilung. 


Bromierung und Abbau einiger Ketosauren. 
Von 


Heinrich Wieland und Theodor Posternak. 


(Aus dem chem. Laboratorium der Bayr. Akademie der Wissenschaften zu Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Marz 1931.) 


Da wir der Meinung sind, da die bisher von der Orts- 
bestimmung noch nicht erfaBten beiden Kohlenstoffatome der 
Gesamtmolekel sich in der Nahe des Knotenpunktes C, befinden, 
haben wir versucht, Ring II in der 7-Ketocholansiaure (I) 
iiber ihr Bromierungsprodukt zu jenem C-Atom hin abzubauen 
und sind dabei zu folgenden Ergebnissen gekommen. 
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Bei der Bromierung gelingt es nur ein Atom Brom in den 
Ring einzufiihren und zwar tritt dieses wie in den analogen Fiillen 
der Desoxybiliansiure und der mit ihr isomeren f/-Siéure aus- 
schlieBlich in die 6-Stellung. Durch Verseifung mit methyl- 
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Schadigung der Epithelkérper erfolgte, denn sehr langfristige 
Hyperealeimien (durch Calcinosefaktor erzeugt) hatten niemals 
schadigenden EinfluB auf die Funktion der Epithelkérper. 

Im Gegensatz zur posthyperglykamischen Hypoglykiaimie 
fanden wir, daB bei posthypercaleéimischer Hy pocalcimie tetanische 
Kriimpfe auftreten kénnen. 

Nachdem es uns gelungen ist, eine posthypercalcimische 
Hypocaleimie experimentell wiederholt zu beobachten, erscheint 
es wahrscheinlich, da — in ahnlicher Weise wie beim Blutzucker — 
durch die Hypercaleimie im Organismus ein bisher unbekannter 
Gegenregulationsmechanismus in Tatigkeit gesetzt wird, der den 
Serumkalkspiegel senkt. Von Mirvish?!) wurde aus Ovarien und 
Nebennieren ein Extrakt isoliert, der den normalen Serumkalk- 
splegel zu senken imstande ist. Ks fiel in einem unserer eigenen 
Versuche der Serumkalkspiegel eines Hundes nach Injektion 
eines Praparats, das nach Mirvish’ Angaben aus Hafermehl her- 
gestellt wurde, in 21 Stunden von 10,6 auf 7,1 mg-°/) Ca. — Es 
ist denkbar, daB im tierischen Organismus ein dem Insulin analoges 
Hormon vorkommt, das dem Nebenschilddriisenhormon antago- 
nistisch wirkt. Wie weit die von uns beobachteten Krampfe 
wiihrend der posthyperealecimischen Hypocalcimie vielleicht in 
Zusammenhang stehen mit einer Uberschwemmung des Orga- 
nismus mit diesem hypothetischen Hormon, laBt sich an Hand 
unserer bisherigen Versuche keineswegs entscheiden. 
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Bromierung und Abbau einiger Ketosauren. 
Von 


Heinrich Wieland und Theodor Posternak. 


(Aus dem chem. Laboratorium der Bayr. Akademie der Wissenschaften zu Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5, Marz 1931.) 


Da wir der Meinung sind, daB die bisher von der Orts- 
bestimmung noch nicht erfaBten beiden Kohlenstoffatome der 
Gesamtmolekel sich in der Nahe des Knotenpunktes C, befinden, 
haben wir versucht, Ring II in der 7-Ketocholanséure (I) 
iiber ihr Bromierungsprodukt zu jenem C-Atom hin abzubauen 
und sind dabei zu folgenden Ergebnissen gekommen. 





, 2CH, 3CH, 7 7 | 
| I | 
‘ °CH, B ‘is CH, CH CO 
q CH, "OH, ‘it, Viton 
, | 
| us a 
ag. oy 
Il cH, CH,-CO,H IV o CH, 
<<, CH, H CO 
a 
CH, CO,H wh, CO 


Bei der Bromierung gelingt es nur ein Atom Brom in den 
Ring einzufiihren und zwar tritt dieses wie in den analogen Fallen 
der Desoxybiliansiure und der mit ihr isomeren f#-Saure aus- 
schlieBlich in die 6-Stellung. Durch Verseifung mit methyl- 
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alkoholischer Kalilauge wird die 6-Brom-7-ketocholansiure glatt in 
die entsprechende Oxy-ketosiure (II) iibergefiihrt. Die beiden an C, 
substituierten Saéuren lassen sich mit konzentrierter Salpetersiure 
zu der dreibasischen ,,[solithobilianséure® C.,H 3.0, (III) oxydieren, 
die bereits von Wieland und Weyland durch Oxydation von 
7-Ketocholanséure erhalten worden war. Ihre Konstitution ist 
damit gemi8 Formel III sichergestellt. 

Fihrt man die Oxydation der Oxysiure unter milderen Be- 
dingungen mit Chromsiure in EKisessig aus, so gewinnt man in guter 
Ausbeute die 6,7-Diketocholansiure (IV). Sie laéBt sich wieder 
bromieren und man kann von vornherein nicht sagen, ob das Brom 
in C, oder in C, eingetreten ist. Zwischen den Formeln V und VI 
entscheidet der weitere Abbau zugunsten von V. 


iw 4 a | 


ie a il 
—cH — CHBr 
in Ge oe 
CH, CBr CO CH, H CO 


Nt, WO NG, 


i. So 

VII i i vir  COsH 
CH, CO CH CO 
NG, GOH H0,c-CH, XO 


Man kann mit waBriger Lauge das Brom durch Hydroxyl 
ersetzen. Reduziert man mit Zinkstaub und Eisessig, so wird das 
Brom durch Wasserstoff ersetzt. Jedoch wird nicht die Diketo- 
siiure IV zuriickgebildet, sondern eine mit ihr isomere Séure, die 
sich durch ihre Farbreaktion mit Eisenchlorid sowie durch ihre 
Reaktionen als Enolverbindung erweist. Dieses isomere Enol VII 
wird auch gebildet, wenn man die Diketosiure einige Zeit mit 
alkoholischem Kali erhitzt. 

Kine analoge Beobachtung ist an der gleichartig gebauten 
Diketo-tricarbonsiure VIII mit offenem Ring I gemacht worden. 
(Vgl. die folgende Abhandlung.) 

Ferner ist auffallend, daB die direkte Riickverwandlung von 
VII in IV nicht méglich ist. Die Enolform ist also hier stabil. 
DaB Keto-Enol-Isomerie besteht, wird dadurch bewiesen, daB aus 
beiden Saiuren — bedeutend langsamer jedoch aus der Enolsiure 
— durch Einwirkung von Hydroxylamin dasselbe Oxim erhalten 





= Qe  @ 
| 


a) 





— i. 








* a emi | z 


—= 





eR 





Untersuchungen iiber die Gallensiuren. XXXIV. 19 


wird. DaB beim Ersatz von Brom durch Wasserstoff in V nicht 
die Diketosiure entsteht, wie man erwarten sollte, erklairt sich 
vielleicht dadurch, da8 die Hydrierung zuerst die CO-Gruppe in 6 
erfaBt und da8 dann erst Bromwasserstoff abgespalten wird. 


Bro —» —cBr—CHon —> —C—Con 

Durch Erwirmen mit konzentrierter Salpetersiure liBt sich 
die enolisierte Séiure nitrieren. Dabei wird offenbar HNO, an die 
Doppelbindung angelagert. 

_c=doH a _g— b_on ee _¢ Go 
NO, | NO, 
OH 

Die Reaktion entspricht der der Bildung von Nitroessigester 
aus Acetessigester und Salpetersidure. 

Lingere Einwirkung von Benzoperséure la8t aus der Enol- 
siure C,,H,,0, eine um ein Sauerstoffatom reichere Séiure C.,H3,0; 
entstehen. Sie ist isomer mit der vorher erwihnten Oxy-diketo- 
cholansiure, der Formel [IX zukommt. Da das Produkt der Re- 
aktion mit Benzopersiéiure schon durch kurzes Kochen mit Zink- 
staub und Eisessig, sowie auch durch katalytische Wasserstoff- 
zufuhr in die Enolséure VII zuriickverwandelt wird, hat man in 
ihr vielleicht die Oxidoséiure X anzunehmen und den Verlauf der 


Hydrierung durch nachstehendes Schema auszudriicken: 





| | | | ‘i | 
—€—C-CO <a> C_-C~CO =", _}b 6 ¢o 
0 OH OF UH sas 


Auch wire an Stereoisomerie mit IX zu denken, bedingt 
durch die verschiedene réumliche Anordnung des Hydroxyls an C;. 
Indessen gelingt es nicht, die Oxy-diketosiure IX zu VII zu 
reduzieren. 

Oxydiert man die Enolséure in Hisessig mit Permanganat, so 
geht sie unter Sprengung des Ringes in eine Keto-dicarbonséure 
C,3H3,0,; tiber, die auf Grund der gegebenen Ableitung die Kon- 
stitution gem&8 Formel XI besitzen muf&. 
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Wider Erwarten hat sich die Ketogruppe in 5, wohl wegen 
der Nachbarschaft des tertidren C, (Pinakolinstruktur), so stabil 
erwiesen, dafi weder Derivate von der Saure XI zu erhalten waren, 
noch auch die oxydative Aufspaltung zwischen C, und C; sich zu 
definierten Produkten durchfiihren lieB. 

Ks sind weiterhin noch die beiden Diketo-cholansiuren 
C.,H3,0,, namlich Dehydro-anthropo-desoxycholséure (XII) und 
7,12-Diketocholansaure (XIII) der Bromierung unterworfen worden. 


Von XII wurde ein Monobromderivat erhalten, wobei wohl 
Ring I das Brom aufgenommen hat, wihrend die isomere Saure 
XIII zweifach durch Brom substituiert wurde. Der Abbau dieser 
Dibrom-diketosaéure erscheint aussichtsvoll. 


6-Brom-7-ketocholansaure. 


4,5¢ reine 7-Ketocholansiure (Schmelzp. 185°) werden in 
22 ccm Eisessig suspendiert; man gibt 5,8 g Brom zu (8 Mol), 
erhitzt 10 Stunden bei 65° am Schliffkiihler und la8t tiber Nacht 
im Eisschrank stehen. Am folgenden Tage ist die Lésung zu 
einem Krystallbrei erstarrt. Abgenutscht, mit wenig Hisessig ge- 
waschen. 2,8 g. Schmelzp. 182°. 

Durch Kinengen der Mutterlauge im Vakuum erhalt man 
noch 0,7 g. Wenn man von einer weniger reinen 7-Ketocholan- 
siure ausgegangen ist, empfiehlt es sich, die Mutterlauge in Kis- 
wasser zu gieBen, das iiberschiissige Brom mit schwefliger Saure 
zu reduzieren und den im Vakuum scharf getrockneten Nieder- 
schlag in wenig Ather zu lésen. Der noch vorhandene Bromkérper 
krystallisiert bald aus. 

Aus Eisessig scheidet sich die Bromsiure in feinen Nadeln 
aus. Schmelzp. 187—188°. (Zersetzung.) 

3,823 mg Substanz gaben 8,82 mg CO,, 2,77 mg H,0. 

4,176 mg m »  9,74mg CO,, 3,11 mg H,0. 


C.,H;,0,Br (453) — Ber. C 63,58°/, H 8,17%/, 
Gef. ,, 62,92, 63,619, _,, 8,11, 8,33°/,. 
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Bromierung in der Kalte in Chloroform oder Atherlésung 
fiihrt zuin selben Produkt. 

Versuche, ein zweites Brom einzufiihren, verliefen erfolglos. Nach 
25stiindigem Erhitzen (bei 70°) der 7-Ketocholansiure in Gegenwart von 
3 Mol Brom in KEisessig erhielt man in der Hauptsache die Monobrom- 
verbindung neben dunkelgefirbten Schmieren. Nach der Behandlung des 
Bromkérpers selbst mit Brom in Eisessig wurde unverindertes Ausgangs- 
material zuriickgewonnen. 

Bei einem Versuch im EinschluBrohr wurden 0,5 g 7-Ketocholansaure 
+ 2,5ccem Eisessig + 0,65g Brom 10 Stunden lang bei 115—120° erhitzt. 
Nach dem Erkalten war der Inhalt des Rohres krystallinisch erstarrt. Die 
abgenutschte Substanz erwies sich aber mit dem Ausgangsmaterial identisch, 
obwohl groBe Mengen Bromwasserstoff vorhanden waren. 


Um die reduzierende Wirkung des Bromwasserstoffes fest- 
zustellen, wurden 0,2 g Brom-7-ketocholanséure im EinschluBrohr 
7 Stunden bei 115° mit 1,5 ccm einer in Eisessig gesattigten Brom- 
wasserstofflésung erhitzt. Nach dem Erkalten krystallisierten 
50 mg 7-Ketocholansaure (Schmelzp. und Mischschmelzp. 186°) aus. 


3,624 mg Substanz gaben 10,19 mg CO,, 3,25 mg H,0. 


C,,H3,0; (374) Ber. C 77,00°/, H 10,16%/, 
Gef. ,, 76,69 , 10,03 


Aus der dunkelgefarbten Mutterlauge, die nur Spuren Brom 
enthielt, wurden durch Fallen mit Wasser und Umkrystallisieren 
aus Kisessig noch 40 mg 7-Ketocholansiure gewonnen. Die letzte 
Lauge enthielt bromhaltige Schmieren. 


6-Oxy-7-ketocholansaure (11). 


1g Brom-7-ketocholanséure wird 20 Minuten am RiickfluB 
mit 8 cem 20°/,iger methylalkoholischer Kalilauge erhitzt. Bald 
scheidet sich Kaliumbromid aus; die Lésung wird mit viel Wasser 
verdiinnt, wobei sich kein schwerldsliches Kalisalz (unverinderter 
Bromko6rper) ausscheiden soll, und mit Salzsiure gefiillt. 


Bei einem quantitativen Versuch mit 0,5003 g wurde die entbromte 
Saure mit verdiinnter Salpetersiure gefaillt und in der Liésung das Brom 


titriert. 
Berechnet 11,04ccm n/10-AgNQ,. 


Verbraucht 10,70 ccm. 


Nach einigen Stunden wird der Niederschlag abgesaugt; man 
lost ihn in heiBem Alkohol und spritzt vorsichtig mit Wasser an. 
Dabei scheidet sich der Korper in breiten, flachen Nadeln aus, 
Ausbeute 70°/5. 
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Zur Analyse wurde 4 mal aus veridiinntem Eisessig umkrystallisiert. 
Schmelzp. 132—134°. 

3,750 mg Substanz gaben 10,20 mg CO,, 3,26 mg H,0O. 

4,843 mg om » 13,15 mg CO,, 4,27 mg H,0. 

C,,H;,0, (390) Ber. C 73,86°/, H 9,74°/, 
Gef. ,, 74,18, 74,04°/, ,, 9,73, 9,86/,. 

Versuche, Bromwasserstoff durch Einwirkung von tertiaren Basen aus 

der Monobrom-7-ketocholanséure abzuspalten, verliefen negativ. Nach 


4stiindigem Kochen mit Pyridin oder Behandeln mit Dimethylanilin auf dem 
Dampfbad wurde in der Hauptsache Ausgangsmaterial zuriickgewonnen. 


Oxydation zur Tricarbonsaure C.,H,, O, (III). 


a) 0,1 g Brom-7-ketocholansaure in 1 ccm Salpetersaure (D. 1,4) 
suspendiert, wird auf dem Dampfbad erwarmt. Unter Entwicklung 
nitroser Gase lést sich zunichst die Substanz; bald aber scheiden 
sich Nadeln aus. Nach 3/,stiindigem Erhitzen wird heiB abgesaugt 
und mit lauwarmer Salpetersiure gewaschen. Nach dem Erkalten 
scheiden sich aus der Mutterlauge noch einige Nadeln ab neben 
Schmieren, die durch Verreiben des getrockneten Produktes mit 
Ather entfernt werden kénnen. Ausbeute 85 mg. Umkrystalli- 
sieren aus Hisessig + Wasser. Schmelzp. 262—263°. 


b) 0,1 g Oxy-7-ketocholansiure wird in einem Reagenzglas 
mit 1 cem einer 10°/,igen Losung von CrO, in Eisessig behandelt. 
Unter starkem Erwarmen lést sich die Substanz. Man erhitzt im 
ganzen 21/, Stunden auf dem Dampfbad. Nach 1 Stunde wurden 
noch 3/, cem der CrO,-Lésung zugesetzt. Die iiberschiissige Chrom- 
siure wird mit einigen Tropfen schwefliger Saéiure reduziert; durch 
Zusatz von Wasser scheidet sich das Oxydationsprodukt in Nadeln 
aus. Durch Kochen der im Vakuum eingeengten Mutterlauge mit 
iiberschiissiger Sodalésung, Absaugen des Chromhydroxyds und 
Ansiuern des Filtrates wird eine weitere Menge gewonnen. Aus- 
beute 40°/,. Aus Eisessig und Wasser umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt 262°; ebenso der Mischschmelzpunkt mit der Saéure nach 
Wieland-Weyland. 


4,308 mg Substanz verloren bei 110° im Vakuum 0,176 mg H,0. 
C,,H;,0, + H,O Ber. H,O 4,09°/, 


Gef. ,, 4,08 
3,715 mg Substanz gaben 9,28 mg CO,, 3,06 mg H,0. 
C,,H3,0, (422) Ber. C 68,13°/, H 9,22°/, 


Gef. ,, 68,22 », 9,05 
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6-7-Diketocholansdure (IV). 


1,3 g Oxy-7-ketocholanséure werden in 10 ccm stabilem Eis- 
essig gelost. Im Laufe einer halben Stunde wird unter Kiihlung 
mit Eiswasser und Riihren eine Lésung von 0,33 g CrO, in 10 ccm 
stabilem Eisessig zugesetzt. Man la8t iiber Nacht bei Zimmer- 
temperatur stehen, reduziert die iiberschiissige Chromsiure durch 
Zusatz von schwefliger Séure unter Kiihlung und la8t unter 
dauerndem Riihren 2—8 Volumen Wasser zutropfen. Das Oxy- 
dationsprodukt scheidet sich sofort in schénen Nadeln aus, es wird 
durch Lésen in Eisessig und Anspritzen der warmen Lésung mit 
Wasser umkrystallisiert. Schmelzp. 166—168°. (Sintern 4—5° 
unterhalb.) Ausbeute 0,86 g. 


3,295 mg Substanz gaben 9,01 mg CO,, 2,68 mg H,0. 


C.4H3,0, (388) Ber. C 74,24°/, H 9,27°/, 
Gef. ,, 74,57 » 9,10 


Bromdiketocholansaure (V). 


1 g Diketocholansiure wird in 5 ccm Eisessig gelést. Nach 
Zugabe von 1,3 g Brom la8t man bei Zimmertemperatur stehen. 
Nach 1 Tag beginnt die Ausscheidung von kleinen Nadeln. Am 
3. Tage werden die Krystalle abgesaugt und aus viel Hisessig, in 
dem sie schwer loslich sind, umkrystallisiert. Ausbeute 0,73 g. 
Schwach gelb gefarbte, sternformig gruppierte kleine Nadeln, die 
in Alkohol, Ather, Eisessig, Chloroform sehr schwer ldslich sind. 
Schmelzp. 238° (unter Zersetzung). 


4,110 mg Substanz gaben 9,28 mg CO,, 2,85 mg H,0. 


C,,H;;0,Br (467) Ber. C 61,67%/, H 7,50°/, 
Gef. ,, 61,58 ~~ ae 


Dimethylather C,,H,,0,. 

Durch Einwirkung von methylalkoholischem Kali wird das 
Brom unter Ersatz durch OCH, herausgespalten; gleichzeitig 
lagert sich 1 Mol CH,OH an. Wir finden fiir dieses Derivat keine 
beweisbare Formel. 

0,5 g Bromdiketocholansiure wird mit 5 ccm 20°/,iger methy]- 
alkoholischer Kalilauge versetzt. Die Substanz lést sich unter 
Erwarmen auf. Nach 1/,stiindigem Erhitzen am RiickfluBkihler 
wird mit Wasser verdiinnt und angesdéuert. Der bromfreie Nieder- 
schlag wird in heiBem Alkohol gelést; durch vorsichtigen Zusatz 
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von Wasser erhilt man lange glinzende Nadeln (Ausbeute 0,25 g), 
die aus wiBrigem Alkohol oder Eisessig umkrystallisiert werden. 
Schmelzp. 152°. Sehr léslich in Ather. 


3,808 mg Substanz gaben 9,67 mg CO,, 3,20 mg H,0. 


4,062 mg " »  10,35mg CO,, 3,53 mg H,0. 
4,439 mg - » 11,295 mgCO,, 3,71 mg H,O. 
7,259 mg - »  7,20mg AgBr. 
CygH4.0, (450) 
Ber. C 69,33°/, H 9,33°/, 20CH, 13,77°/, 
Gef. ,, 69,26, 69,50, 69,39 »» 9,40, 9,73, 9,35 OCH, 13,11 


47,8 mg (Alkohol) verbrauchten (Thymolphthalein) 2,130 cem n/20-KOH. 
Aquivalent gefunden 447; berechnet 450. 


Der Korper ist gegen Séuren und Alkali sehr bestandig; nach 
8stiindigem Kochen mit methylalkoholischem Kali oder mit einem 
Gemisch von 1 Teil Eisessig und 1 Teil 10°/,iger Schwefelsiure 
wurde unverindertes Material zuriickgewonnen. Gegen kalte 
Chromsiure bestandig, in der Hitze entstehen allmahlich un- 
krystallisierbare Schmieren. 


Oxy-diketocholansaure. 


0,2 g Bromdiketocholanséiure wird 8 Stunden auf der 
Maschine mit 4 cem n/l-waBriger Natronlauge geschittelt. Das 
schwer lésliche Natriumsalz des Ausgangsmaterials geht all- 
miahlich in Lésung. Die abfiltrierte Flissigkeit wird angesduert ; 
den getrockneten Niederschlag lést man in absolutem Ather. 
Durch langsames Verdunsten der von einigen ungeldsten Flocken 
abfiltrierten Losung im Reagenzglas bilden sich zentrierte Nadeln, 
die mit einem Gemisch von Ather und Petrolither gewaschen und 
auf dieselbe Weise bis zum konstant bleibenden Schmelzp. 166 
bis 168° (Zersetzung) umkrystallisiert werden. Ausbeute: 0,05 g. 
Aus anderen Lésungsmitteln hat die Substanz die Tendenz, sich 
gallertartig auszuscheiden. 


3,976 mg Substanz gaben 10,31 mg CO,, 3,26 mg H,0. 

3,639 mg is a" 9,50 mg CO,, 2,96 mg H,O. 

C,,H;,0,; (404) Ber. C 71,28°/, H 8,92°/, 
Gef. ,, 70,72, 71,20°/, ,, 9,18, 9,10°/5. 


Nach der Behandlung mit Zink und Eisessig in der Hitze 
entstand ein schmieriges Reduktionsprodukt, welches keine Eisen- 
chloridreaktion gab. 
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Enolform der Diketocholansaure (VII). 


1. Aus Diketocholanséure: 1g Diketocholansiure wird 
11/, Stunden am RickfluB mit 15cem 20°/,iger methylalko- 
holischer Kalilauge erhitzt. Die kaum gefarbte Lésung wird mit 
Wasser verdiinnt und in der Hitze mit Salzsiure gefallt. Den 
krystallinischen Niederschlag krystallisiert man aus verdiinntem 
Kisessig um. Breite, flache, glinzende Nadeln. Schmelzp. 146 
bis 148°. Ausbeute 0,9 g. 


3,816 mg Substanz gaben 10,34 mg CO,, 3,17 mg H,0O. 
C.4H3,0, (388) Ber. C 74,24°/, H 9,27°/, 
Gef. ,, 73,90 »» 9,30 


37,051 mg (Alkohol) verbrauchten 2,00 ccm n/20-KOH. 
Aquivalent: Ber. 388; Gef. 370, 


Mit Eisenchlorid in alkoholischer Lésung starke blaugriine 
Farbung. Brom und Permanganat in Kisessiglésung werden 
sofort entfarbt. Gelbe Farbung mit Tetranitromethan in Chloro- 
formlosung. Gegen Saure, Alkali und katalytische Hydrierung 
(PtO, + Eisessig) ist die Substanz bestindig. 


2. Aus Brom-diketocholansaure: 1 g Bromdiketocholan- 
siure (Schmelzp. 238°) wird in 15 ccm KEisessig suspendiert und 
in der Siedehitze mit 2g Zinkstaub reduziert. Die Substanz lést 
sich allmahlich auf. Nach 10 Minuten wird heif abfiltriert und 
mit Wasser gefallt. Aus verdiinntem Eisessig kommt die Substanz 
in Krystallen vom selben Aussehen, Schmelzpunkt und Misch- 
Schmelzpunkt wie der vorher beschriebene Korper. 0,7 g. Wird 
die Losung in der 5fachen Menge Eisessig mit 1,5 Mol Brom 
versetzt, krystallisiert nach einigen Stunden die schwerldsliche 
Bromdiketocholanséure vom Sehmelzp. 238° aus. 


Acetylderivat. 0,1 ¢ Umlagerungsprodukt wird 4 Stunden 
lang am RiickfluB mit 1,5 ccm Essigséureanhydrid gekocht. Man 
versetzt mit Wasser. Nach mehrtigigem Stehen ist das Produkt 
hart geworden. Es wird scharf getrocknet und in absolutem 
Ather gelést. Durch Einengen bilden sich dicke Prismen, die mit 
Ather—Petrolaither gewaschen und auf dieselbe Weise umkrystalli- 
siert werden. Schmelzp. 158°. Leicht léslich in Ather, Alkohol, 
Eisessig. Keine Eisenchloridreaktion. Ausbeute 60 mg. 


5,078 mg Substanz gaben 13,460 mg CO,, 4,03 mg H,O. 
Gef. ,, 72,35 », 8,88 
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Durch kurzes Kochen mit methylalkoholischer Kalilauge wird 
das Ausgangsmaterial glatt regeneriert. 


Oxim der Diketocholansadure und ihres Umlagerungsproduktes. 


0,1 g Diketocholanséiure wird in 2ccm Alkohol gelést. Man 
gibt eine Lésung von 0,14 g Hydroxylaminchlorhydrat in 0,7 cem 
Wasser zu, dann 1 ccm 2 n-Natronlauge und kocht 21/, Stunden 
am RickfluB. Nach dem Erkalten wird mit Wasser verdinnt 
und mit Essigsiure gefallt. Der Niederschlag wird nach einigem 
Stehen abgenutscht und aus waBrigem Alkohol umkrystallisiert. 
Viereckige Tafeln. Schmelzp. 220—222° (Zersetzung). Ausbeute 
fast quantitativ. 

4,109 mg Substanz gaben 10,79 mg CO,, 3,42 mg H,O. 

4,085 mg rm » 0,132 cem N, (24°, 719 mm). 

C,,H,,0,N (403) Ber. C 71,46°/, H 9,18%/) N 3,479, 
Gef. ,, 71,62 » Uy »» 3,01 

Dasselbe Oxim entsteht aus dem Umlagerungsk6érper; aber 
erst nach 20stiindigem Kochen erhaélt man ein Reaktionsprodukt, 
welches kein Ausgangsmaterial mehr enthalt. Schmelzp. 220°. 


3,728 mg Substanz gaben 0,108 ccm N, (23°, 718 mm). 


C,,H3,0,N (403) Ber. N 3,479/, 
Gef. ,, 3,15 


Nitrodiketocholansaure. 


0,1 ¢ Umlagerungsprodukt wird in einem Reagenzglas mit 
11/, cem HNO, (D.1,4) versetzt und auf dem Dampfbade erhitzt. 
Unter lebhafter Reaktion lést sich zunichst der gréBte Teil der 
Substanz. Nach einiger Zeit scheiden sich schéne Nadeln aus, 
die nach 80 Minuten hei8 abgenutscht, mit wenig warmer Salpeter- 
siure gewaschen werden (Ausbeute 35 mg) und sich aus Hisessig 
-+- Wasser leicht umkrystallisieren lassen. Schmelzp. 176—178° 
unter Zersetzung und Braunfarbung. 

3,639 mg Substanz gaben 8,83 mg CO,, 2,62 mg H,0. 

4,469 mg 7 » 0,184 ccm N, (21°, 718 mm). 

C,,H,,0,N (433) Ber. C 66,519/, H 8,08°%/, N 3,23%/, 
Gef. ,, 66,18 », 8,06 >, B29 


12,14 mg verbrauchten in Alkohol 0,555 ccem n/20-KOH. 
Aquivalent: Ber. 433; Gef. 438. 


Die Substanz gibt keine Blaufirbung mit Diphenylamin- 
Schwefelsiure und lést sich farblos in Alkali. Durch 10 Minuten 
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langes Kochen mit Zink und Eisessig bildet sich die Enolséure 
glatt zuriick. 


Ketodicarbonsdure C,,H3,0; (X1). 


1. Mit Kaliumpermanganat. 1g Umlagerungsprodukt 
wird in 45 cem stabilem Eisessig gelést. Unter Kiskiihlung und 
Rihren gibt man rasch 15 ccm kalt gesittigter waBriger Per- 
manganatlésung zu (8 O-Atome). Nach 3stiindigem Stehen wird 
die rotbraune Lésung durch eiskalte schweflige Saéure entfarbt 
und durch Wasser vollstiandig gefallt. Der Niederschlag, der nach 
einigem Stehen kérnig und fest geworden ist, wird abgesaugt, 
im Vakuum scharf getrocknet und mit wenig absolutem Ather 
verrieben. Zuniachst lést sich die Substanz, bald scheiden sich 
aber Krystalle ab, die am nichsten Tage abgesaugt. werden. 
Ausbeute 0,3 g. Schmelzp. 190—195°. Durch Lésen in warmem 
Alkohol und vorsichtiges Anspritzen mit Wasser gewinnt man 
schone, wetzsteinformige, manchmal gekreuzte Krystalle (0,25 g) 
vom vhmelzp. 203—205°. Ohne Gasentwicklung. Wird aber die 
Schmelze bis 270—280° erhitzt, bilden sich Blischen. 


3,884 mg Substanz gaben 9,96 mg CO,, 3,13 mg H,0. 


3,515 mg - » 9,06mg CO,, 2,94 mg H,0. 
3,805 mg - » 9,77mg CO,, 3,16 mg H,O. 
3,803 mg % » 9,78 mg CO,, 3,14mg H,O. 


Gef. C 69,94, 70,29, 70,03, 70,13°/, H 9,02, 9,36, 9,29, 9,24°/,. 
C.3H3,0; (392) Ber. C 70,41°/, H 9,18°/,. 


C,.H;,0; (378) » 95 69,84 ,», 8,98 
6,80 mg verbrauchten in Alkohol(Thymolphthalein) 0,72 ccm n/20-KOH 
9,433 mg ” vs “ - 1,005 ccm n/20-KOH. 


Aquivalent: Ber. fiir C,,;H,,0; (zweibasisch) 196 Gef. 189, 189. 


2. Denselben Korper erhalt man ebenfalls aus dem Um- 
lagerungsprodukt durch Oxydation mit Chromsiaure, wenn auch 
in noch schlechterer Ausbeute. 


0,2 ¢ Umlagerungsprodukt wird in !/,cem stabilem EHisessig 
suspendiert. Man gibt nun 0,75 ccm eimer Losung von 3g CrQ, 
in 10 ccm Eisessig hinzu. Unter stiirmischer Kohlenséureentwick- 
lung und Erwiarmen ldst sich die Substanz (bei einem quanti- 
tativen Versuche wurde 0,6 Mol CO, nachgewiesen). Man erhitzt 
noch 3/, Stunden auf dem Dampfbade, reduziert die iiberschiissige 
Chromsiure durch schweflige Séure und verdiinnt mit viel Wasser. 
Am folgenden Tage haben sich 40 mg eines flockigen Nieder- 
schlages abgesetzt, die zuerst aus Hisessig + Wasser, dann aus 








28 Heinrich Wieland und Theodor Posternak, 


wiBrigem Alkohol umkrystallisiert wurden; aus der Mutterlauge 
von der Oxydation konnten nur Schmieren gefaBt werden. Nach 
Schmelzpunkt und Misch-Schmelzpunkt ist das krystallisierte 
Produkt identisch mit dem vorher beschriebenen Korper. 

Brenzreaktion. 50,6mg werden in einem Stickstoffstrom 
bei 290° erhitzt; das Gas leitet man durch Barytlauge. Es konnte 
kein CO, nachgewiesen werden. Nach %/, Stunden hat die Blasen- 
bildung stark abgenommen. Gewichtsabnahme 2,8 mg = 5,59/). 
Berechnet 4,6°/). 

Die leicht braungefirbte Schmelze wird in Ather aufge- 
nommen und quantitativ in ein kleines Hrlenmeyerglas gebracht. 
Den Ather 14B8t man bei gewodhnlicher Temperatur verdunsten. 
Keine Krystalle. Die Substanz wurde in wenig Alkohol gelost 
und verbrauchte zur Neutralisierung (Thymolphthalein) 2,90 cem 
n/20-KOH. Berechnet fiir eine einbasische Saéure 2,58 ccm. 

Ks ist demnach wahrscheinlich ein ungesittigtes Lacton ent- 
standen. 

Nach halbstiindiger Behandlung mit 20°/,igem methylalko- 
holischem Kali in der Warme konnten nach Fallen mit Salzséiure 
und Verreiben des Niederschlages mit Ather rund 10 mg der ur- 
spriinglichen Séure vom Schmelzp. 200—205° wieder gewonnen 
werden. 

Versuche, ein Oxim (sogar durch 10stiindiges Kochen mit 
Hydroxylaminlésung) oder ein Semicarbazon herzustellen, ver- 
liefen erfolglos. Nach 5tagigem Stehen in Hisessig in Gegenwart 
von 8 Mol Brom wurde Ausgangsmaterial zuriickgewonnen. Die 
Substanz widerstand der katalytischen Hydrierung mit Platin- 
oxyd und Eisessig sogar in der Wiarme und auch der Reduk- 
tion mit Natrium und Alkohol. Oxydationsversuche mit Sal- 
petersiure, Kaliumpermanganat, Chromsiure, Brom in alka- 
lischer Losung verliefen erfolglos. 


Oxidosdure (X ?). 

1,8¢ Enolsiure (VII) wird mit 21 cem einer 3,45°/,igen 
Benzopersiéure—Chloroform-Lésung  versetzt. Nach 8 tagigem 
Stehen bei Zimmertemperatur wurde der Verbrauch von 0,8 Mol 
Persiiure festgestellt. Das Chloroform wird im Vakuum bei 
gewohnlicher Temperatur verdunstet. Den Riickstand nimmt 
man in wenig Ather auf. Nach Zusatz der mehrfachen Menge 
Petrolither scheiden sich krystalline K6rnchen aus, die mit 
Ather-Petrolither nachgewaschen und aus Alkohol + Wasser um- 
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krystallisiert werden. Breite Nadeln. Schmelzp. 2083—205° unter 
schwachem Schiumen. Ausbeute 1,3 g. 


2,437 mg Substanz gaben 6,340 mg CO,, 1,97 mg H,0. 
C,,H;,0,; (404) Ber. C 71,28°/, H 8,92°/, 
_Gef, ,, 70,95 » 9,05 


7,150 mg verbrauchten in Alkohol 0,375 cem n/20-KOH. 
Aquivalent: Ber. 404; Gef. 382. 


Durch kurzes Kochen mit Zink und Eisessig wird die Enol- 
siure glatt regeneriert; ebenso durch Hydrierung mit Pd-Mohr 
in Alkohol. 

Lést sich in methylalkoholischer Kalilauge mit gelber Farbe. 
In kalter alkalischer Lésung ist der Korper bestindig, in der 
Warme entstehen schmierige Zersetzungsprodukte. 

Die Substanz widersteht der Bromierung in KEisessig; bleibt 
nach 5stiindigem Kochen in Kssigsiureanhydrid unveriindert. 
Durch Oxydation mit CrO, wurde unter denselben Bedingungen 
wie aus dem Umlagerungsprodukt mit annahernd derselben Aus- 
beute die Ketodicarbonsiure vom Schmelzp. 203° (XI) erhalten. 


Brom-dehydro-anthropo-desoxycholsaure. 


0,63 g Dehydro-anthropo-desoxycholsiure (Schmelzp. 154°) 
wird in 4ccem Kisessig gelést. Man gibt 0,5 ccm einer Lésung 
von 1,31 g Brom in 10 cem KEisessig zu. Nach 3/,stiindigem Stehen 
unter Wasserkihlung ist die Loésung entfairbt und eine schwache 
Bromwasserstoffentwicklung tritt ein. Ks werden noch 11/, ecm 
der Bromlésung (im ganzen 1 Mol Brom) tropfenweise zugegeben, 
die fast augenblicklich verbraucht werden. Nach 2stiindigem 
Stehen gieBt man in Kiswasser. Der im Vakuum scharf getrocknete 
Niederschlag wird mit wenig Ather verrieben; nach einigen 
Stunden wird abgenutscht. Die krystallinische Substanz wird in 
Essigester gelést; durch vorsichtigen Zusatz von Petrolither er- 
halt man kugelférmige, aus feinen gruppierten Nadeln bestehende 
Gebilde. Besser ausgebildete Nadeln erhalt man durch langsames 
Einengen einer atherischen Lésung des Bromkoérpers. Schmelz- 
punkt 186—188° unter Zersetzung. 

3,557 mg Substanz gaben 8,07 mg CO,, 2,38 mg H,0. 


C,,H;,0,Br (467) Ber. C 61,67°/, H 7,50°/, 
Gef. ,, 61,87 »» 1,48 
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Wird die Dehydro-anthropo-desoxycholsiure mit gréBeren 
Mengen Brom behandelt (2—8 Mol), so entstehen nur dunkel- 
gefirbte Schmieren. 


Dibrom-7,12-diketocholansaure. 


1g reine 7,12-Diketocholansiure wird in 5 ccm Eisessig ge- 
lést, dann wird 1,5g Brom zugegeben und 8—4 Tage in der 
Kalte gelassen. Man gieBt in Eiswasser, reduziert das iiber- 
schiissige Brom mit schwefliger Saéure, trocknet den Niederschlag 
im Vakuum und versetzt ihn in einem Reagenzglas mit wenig 
trockenem Ather. Zuerst verschmiert die Substanz, bald wird sie 
aber krystallinisch. Nach einigen Stunden wird abgenutscht. 
0,8g. Schmelzp. 150—160°. Zur Reinigung lost man in wenig 
Chloroform und versetzt mit einigen Volumen trockenem Ather. 
Bald scheidet sich die Substanz in schénen sechsseitigen, 6fters 
gekreuzten Blaittchen vom Schmelzp. 183—185° (unter Zersetzung) 
ab. Ausbeute 0,35 g. Durch vorsichtigen Zusatz von Petrolather 
wird eine weitere Menge aus den Mutterlaugen gewonnen. 

Der Bromkérper 1a8t sich auch leicht aus Aceton—Ather oder 
Chloroform—Petrolather umkrystallisieren. 


3,880 mg Substanz gaben 7,44 mg CO,, 2,24 mg H,0. 


4,204 mg - » 8,05 mg CO,, 2,45 mg H,O. 
5,213 mg ‘ » 9,985 mg CO,, 2,90mg H,O. 
C.,H,,0,Br, (546) 
Ber. C 52,749/, H 6,23°/, 


Gef. ,, 52,30, 52,22, 52,25°/, ,, 6,46, 6,52, 6,22°/, 

Bei friiheren Versuchen mit einer 7,12-Diketocholansaéure, welche nach den 
Angaben von Wiedersheim!) dargestellt worden war und ziemlich scharf bei 
175—177° schmolz, wurde stets Tetrabromdehydrocholsaure*) gefunden (0,2 g 
aus 1 g (unreiner) Diketocholansiure; Schmelzp. und Mischschmelzp. 210 bis 
212°; gefunden: C 39,83°/,, H 3,79°/,; berechnet: C 40,00°/,, H 4,19°/,). 
Sie lieB sich aber, dank ihrer Schwerléslichkeit in Chloroform, leicht von dem 
vorher beschriebenen Dibromderivat trennen. 


1) XXIX. Mitt. Diese Z. 186, 240 (1930). 
*) XXXII. Mitt. Diese Z. 194, 256 (1931). 
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Untersuchungen iiber die Gallensduren. 
XXXV. Mitteilung. 


Uber f-Desoxy-biliansiure und Brenzcholoidansaure. 
Von 


Heinrich Wieland, Ludwig Ertel und Walter Schénuberger. 





(Aus dem chem. Laboratorium der Bayr. Akad. der Wissenschaften zu MOnchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5, Marz 1931.) 


Bei der unvollstaéndigen thermischen Zersetzung von Des- 
oxy-biliansaéure (I), so wie sie praparativ ausgefiihrt wird, findet 
man einen Teil des Materials zu einer isomeren Saéure umgelagert, 
die bei geniigend hoher Temperatur in die gleiche Brenzsiure 
umgewandelt wird wie jene.!) Die beiden Tricarbonséiuren miissen 
daher als Stereoisomere aufgefaBt werden. 

Um zu sehen, ob diese Isomerie bei weiteren Verinderungen 
erhalten bleibt, haben wir die Séure mit Salpetersiure zu einer 
Choloidanséiure oxydiert, die von der bekannten Choloidan- 
siure (II) vollig verschieden ist. Da aber bei der Brenzreaktion 


aS 
. ge as 
Ho, ' CH, 0,6 Cit 


| im *| | 
es — II - CO,H 
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aus ihr die gleiche Brenzséiure C,,H,,0, entsteht, wie aus der 
gewohnlichen Choloidansiure, so muB die neue #-Choloidan- 
saiure zu dieser auch im Verhaltnis réumlicher Isomerie stehen. 
Die Waldensche Umkehrung, die den AnlaB zu dieser [somerie 
bildet, hat, wie sich zeigen wird, wahrscheinlich an (, statt- 
gefunden, jedenfalls nicht an C;. Durch Bromierung in Lisessig 
laBt sich ein Atom Brom in die f-Desoxybiliansiure einfiihren; es 
ist nicht gelungen, so wie bei der normalen Desoxybiliansiure, 
die Einfuhr von Brom auf 2 Atome zu steigern. Durch alkalische 
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1) Diese Z. 177, 84 (1928). 
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Hydrolyse wird das eingetretene Brom nicht gerade leicht, aber 
in guter Ausbeute, durch Hydroxyl ersetzt und wenn man die 
so entstehende Oxy-f-desoxybiliansiure (III) bei 200° der ther- 
mischen Zersetzung unterwirft, spaltet sie Wasser, aber kein 
CO, ab. 


uy | CH CH, IV ee CH, 
CH,—CH ie CH CO 
CO,H CHOH HO Oa 
o¢—0 
| | | | 
V GOH " 60 On 
HO,C CH CO Cc CO 
Ni, uO HO,C-H, Nn 


Die entstehende Anhydrosiure, offenbar eine Lacton- 
siiure (IV), gibt mit Diazomethan einen neutralen Dimethylester; 
durch Alkalien kann der Lactonring wieder gedffnet werden: 
Oxy-f-desoxybiliansiure wird zuriickgebildet. Oxydiert man diese 
Oxysiure in der Kélte mit Chromsiaure, so erhélt man die 6-Keto- 
desoxybiliansiure der /-Reihe (V). Sie ist nicht identisch mit 
der kiirzlich beschriebenen!) Séure von gleicher Konstitution, die 
aus der gewohnlichen Desoxy-biliansiure auf anderem Wege er- 
halten wurde. Daraus ergibt sich aber kein Hinweis auf die Ur- 
sache der Isomerie der beiden Desoxybilianséuren, da C; noch 
asvymmetrisch ist. 

Nun lagert sich aber die /-Diketosiure beim Erhitzen in 
alkalischer Lésung, auch schon im festen Zustand bei Tempe- 
raturen > 150°, in eine isomere Enolsiure (VI) um, ebenso wie 
dies in der vorangehenden Mitteilung fiir die entsprechende 
6,7-Diketocholanséure beschrieben wurde. Diese Erscheinung 
zeigt die von der normalen Desoxybiliansiéure abgeleitete 6,7-Di- 
ketosiure nicht und aus diesem Grunde kann die Isomerie der 
beiden Desoxybilianséuren nicht durch verschiedene Konfigura- 


tion an (, bedingt sein. 





1) Diese Z. 194, 120, 123 (1931). 





PON em gee 





He cero ere 








Untersuchungen iiber die Gallensiuren. XXXV. 


Zur Konstitution der Brenzcholoidansaure. 


Die Brenzcholoidansaéure ist bisher als Saéureanhydrid einer 
Keto-tricarbonséure gema8 VIII aufgefaBt worden. Sie liefert bei 
der Aufspaltung durch Alkalien die offene Keto-tricarbonsiure 
C.3,H;,0,, die, namentlich bei Anwendung von starker Lauge, 
von einer stereoisomeren Siure begleitet ist. Beide Siiuren gehen 
bei der thermischen Zersetzung wieder in die gleiche Brenz- 
choloidansiéure iiber. Bei der Titration der Brenzcholoidansiure 
lieB sich die damals angenommene eine freie CO,H-Gruppe — 
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die der Seitenkette (die in den Formeln nicht angegeben ist), — 
nicht festhalten; in der Warme werden 8 Aquivalente Alkali ver- 
braucht. Wir haben jetzt die Brenzcholoidansiure mit Diazo- 
methan verestert. Dabei entsteht ein neutraler Dimethylester. 
Brenzcholoidansiure ist daher eine Dicarbonsiéure und die beiden 
aus der Offnung von Ring II hervorgegangenen Carboxyle der 
Choloidanséure (II), kénnen sich nicht zur Anhydridgruppe ver- 
bunden haben, wie dies die friiher aufgestellte Formel VIII wieder- 
gibt, sondern eine von ihnen muB8 bei der Brenzreaktion frei ge- 
blieben sein. Versucht man das Zwischenprodukt IX der Brenz- 
reaktion in eine Anhydroverbindung zu verwandeln, bei deren 
Bildung die eine der beiden CO,H-Gruppen unbeteiligt bleibt, so 
kann nur ein ungesittigtes Lacton entstanden sein, d. h. eines 
der beiden Carboxyle hat sich gegen die (enolisierte) Carbony]- 
gruppe hin anhydratisiert, wie dies Formel X zum Ausdruck 
bringt. Formel X steht nun nicht im Einklang mit der soge- 
nannten Bredtschen Regel, die Windaus?) auch fiir die un- 





1) Liebigs Ann. 442, 7 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCVII. 
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gesittigten Lactone aus cyclischen Ketosiuren als giltig erkannt 
hat. Diese Schwierigkeit verschwindet, wenn man nach einem 
Vorschlag von Frl. E. Dane der Diskussion die Formel zugrunde 
legt, die zwischen C, und C, die Gruppe HC—CH, eingefiigt ent- 
halt. Sie wird in einer folgenden Abhandlung niaher erortert 
werden. Von ihr abgeleitet erhalt die Choloidansiure den Aus- 
druck gemiB XI und ihre Brenzséure als Lacton-dicarbonsiure 
wird durch XIII wiedergegeben. 
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Die offene Brenzsiure entspriche der Formel XII, und die 
Tatsache, daB bei der Aufspaltung von XIII durch Alkali nebenein- 
ander zwei stereoisomere Tricarbonséuren der gleichen Konstitution 
auftreten, wiirde aufs beste mit der Erwartung im Einklang stehen, 
daB aus der Ketisierung des primar gebildeten Enols zwei vom 
Asymmetriezentrum C,; aus stereoisomere Saéuren hervorgehen. 
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Uber 5-Desoxy-biliansiure (L. E.). 
Darstellung und Ejigenschaften der Séure sind bereits be- 
schrieben. Es fehlte noch die Bestimmung der optischen Rotation. 


224,5, 481,8 mg Substanz in 22,45, 25,0 ccm Alkohol drehten im 
2dm-Rohr um + 0,919, + 1,80°. 


[aJ]},7*> = + 45,5°, [x]?°= + 45,8°. 
a-Desoxy-biliansiure: [«]7,°= + 93,7°. 


/-Choloidansaure. 

5 g B-Desoxy-biliansiure werden mit 35 ccm Salpetersiiure 
(D. 1,4) auf dem Wasserbad erhitzt. Die Reaktion setzt viel rascher 
ein als bei der «-Saéure, nach einer Stunde hat die Entwicklung 
von Stickoxyden beinahe ganz aufgehort. Man erhitzt zur Sicher- 
heit noch eine weitere Stunde und fiigt dann die dreifache Menge 
heiBen Wassers zur Loésung. Beim Erkalten kommt die Penta- 
carbonséure in kugeligen Warzen heraus. Ausbeute 75—80°/). 
Aus der Mutterlauge lieB sich nichts Brauchbares mehr isolieren. 

Eine mit der Oxydation in der iiblichen Weise verbundene 
CO,-Bestimmung zeigte, daB nicht eimmal 3/, Mol Kohlensiure 
entsteht. 

8-Choloidanséure léBt sich aus verdiinntem LEisessig um- 
krystallisieren, aber sie erscheint dabei wie bei vielen anderen 
Krystallisationsversuchen stets in harten, kugeligen Gebilden, die 
keine deutliche Krystallstruktur zeigen. Der Schmelzpunkt liegt 
bei 800—302° unter Dunkelfairbung und Zersetzung. Die Siure ist 
leicht léslich in den Alkoholen, in Aceton, Eisessig, Kssigester, Amyl- 
ester, sehr schwer in Ather, Chloroform, Benzol, Petrolather. Auch 
aus Salpetersiure 14Bt sie sich unter vorsichtiger Verdiinnung der 
heiBen Lésung mit Wasser umreinigen. 

3,230, 3,498 mg Substanz gaben 7,09, 7,58 mg CO,, 2,10, 2,24 mg H,0. 

CogHse019 (484) Ber. C 59,50°/, H 7,44°/, 
Gef. ,, 59,87, 59,259/, » 7,28, 7,18%/, 

Titration. 125,6, 117,8 mg Substanz verbrauchten 12,34, 11,9 ccm 

n/10-NaOH. 


Aquivalent: Ber. 97. Gef. 101, 99. 
Spezifische Drehung. 174,7mg Substanz, 25ccm Alkohol, 2dm-Robr. 
a= — 0,089; [a]3° = — 5,75° 
(a-Choloidanséure: [«]i,* = +- 40,19°). 


Das neutrale Bariumsalz krystallisiert aus siedendem Wasser 
aus, um sich beim Erkalten der Suspension wieder zu lésen. Auch 
ein saures Ba-Salz wurde krystallisiert erhalten. 


3* 
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Pentamethyl-ester. Die Saure lost sich beim UbergieBen 
mit atherischer Diazomethanlosung. Da der Ester nicht zur 
Krystallisation gebracht werden konnte, wurde er im Hoch- 
vakuum destilliert, wo er bei 0,27 mm und 250—260° als kaum 
gefiirbtes Ol iiberging. Auch das Destillat krystallisierte nicht, 
war aber nach der Analyse vollkommen rein. 

3,438 mg Substanz gaben 7,93 mg CO,, 2,59 mg H,0. 


CopH 46040 (554) Ber. C 62,82°/, H 8,30°/, 
Gef. ,, 62,90 5, 8,43 


Die Brenzreaktion der /-Choloidansdure. 


Erhitzt man die Saéure 114/, Stunde lang auf 300—310°, so 
erleidet sie einen Gewichtsverlust, der 1 Mol CO, + 2 Mol H,O 
entspricht. So nahmen 4,28 und 4,83 ¢ f-Choloidansiure um 
0,77 (ber. 0,71) und 0,75 (ber. 0,80) g ab. 

Durch Behandlung mit Ather wurden 70—80°/, der Theorie 
an roher krystallisierter Brenzcholoidansaiure gewonnen. Die 
Substanz war nach 8maligem Umkrystallisieren aus Essigester 
analysenrein. Schmelzp. 224°. 


3,366, 3,983 mg Substanz gaben 8,48, 9,98 mg CO,, 2,47, 2,91 mg H,0O. 


C.35H5.0, (404) Ber. C 68,30°/, H 8,00°/, 
Gef. ,, 68,71, 68,34°/, ,, 8,21, 8,18%/,. 


Titration (E. Dane). 0,0612 g Substanz, in Alkohol gelést, verbrauchten 
5,64 com 0,0529 n-NaOH in der Kalte. Mit 8,73 com NaOH gekocht und mit 
0,45 ccm 0,0529 n-H,SO, zuriicktitriert. 

Aquivalent (fiir 2 bas. Saure): Ber. 202  Gef. 205 
ss (fiir 3 bas. Séure): ,, 135 » 140. 


Titration der von der «-Desoxybiliansaure aus gewonnenen 
Brenzcholoidansaure. 

0,0655 g Substanz verbrauchten 6,12 ccm 0,0529 n-NaOH in der Kalte. 
Mit 9,17 ccm 0,0529 n-NaOH gekocht und mit 0,315cem 0,0529 n-H,SO, 
zuriicktitriert. 

Aquivalent: Gef. 202 (kalt), 140 (heiB). 

Spezifische Drehung. 80,4mg Substanz, 16,08 ccm Alkohol, 2 dm- 

Rohr. a = + 0,50° [a]?8 = + 50°. 


4in aus gew6éhnlicher Choloidansiure dargestelltes Praparat 
von Brenzsiure verhielt sich dem hier beschriebenen vollkommen 
gleich. Mischprobe ohne Depression [«]j° = + 50°. (Frihere 
Angabe: [a|>’ = + 52,18°.) 

Die offene Siure C,,H,,0,, die beim vorsichtigen Anséuern 
der heiB titrierten Brenzsiure sofort in Krystallen erhalten wurde, 
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schmolz, aus Essigester umkrystallisiert, bei 261° (friihere Angabe 
263°). Mischschmelzpunkt ohne Depression. 


Dimethylester der Brenz-choloidansaure. 


Man veresterte mit Diazomethan, das sofort einwirkte. 
Der neutrale Ester wurde im Hochvakuum destilliert. Siedepunkt 
bei 250—260° Badtemperatur und 0,25mm. Das wasserhelle 
Harz beginnt nach einigen Stunden von der QOberfliche her zu 
krystallisieren. In wenig Ather gelést und geimpft erscheint der 
Ester in derben Prismen vom Schmelzp. 95°. 


4,361 mg Substanz gaben 11,11 mg CO,, 3,27 mg H,0O. 


6,608 mg ~ - 7,02 mg AgJ. 

C,5H3,0, (432) Ber. C 69,45°/, H 8,33°/, 20CH, 14,37°/, 
Gef. ,, 69,48  ,, 8,39 » 14,04 
Brom-/'-desoxybiliansaure. 


In einem Kolben mit aufgeschliffenem RiickfluBkihler werden 
10g f-Desoxybiliansiure in 100ccm Eisessig mit 16g Brom 
15 Stunden lang auf 70° erhitzt. Man bemerkt langsam HBr- 
Entwicklung. Hierauf dampft man die Lésung bei 40° im Vakuum 
ab und nimmt den dickfliissigen, hellbraunen Riickstand in Ather 
auf. Beim Reiben mit dem Glasstab oder auch spontan setzt 
die Krystallisation der bromierten Saéure ein. Man saugt nach 
6 Stunden ab, wascht mit Ather und arbeitet das Filtrat in der 
gleichen Weise auf, mit dem Ergebnis einer kleinen Nachausbeute. 
Man gewinnt im ganzen 9—10¢ an beinahe reiner Brom-f-des- 
oxybilianséure vom Schmelzp. 198—200°. Umkrystallisation aus 
Essigester durch Extraktion aus der Hiilse erhéht den Schmelz- 
punkt auf 208—210° (unter Schwarzfairbung und Zersetzung). 

3,842 mg Substanz gaben 7,79 mg CO,, 2,31 mg H,0. 

C,,H,,0,Br (575) Ber. C 55,90°/,  H 6,45°/, 
Gef. ,, 55,30 » 6,73 


In geringer Menge scheint ein héher bromiertes Produkt der Saéure an- 
zuhaften. Bei anderen Praparaten lag der C-Gehalt ein volles Prozent unter 
dem berechneten Wert. 

Titration. 47,4, 49,1 mg Substanz verbrauchten 5,73, 6,15 ccm 


n/20-NaOH. Aquivalent: Ber. 171 Gef. 166, 160. 


In der Kalte war f-Desoxy-biliansiure auch in 8 Tagen nicht 
in Reaktion zu bringen. 1g bromierte Saure in 10 cem Kisessig 
blieb mehrere Tage bei Raumtemperatur mit 38g Zinkstaub in 
Berthrung. Aus der Losung wurde nach dieser Zeit f-Des- 
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oxybiliansiéure isoliert. Aus Eisessig Schmelzp. 221°; Misch- 


probe. 
Oxy-f-desoxybiliansaure (III). 

Versetzt man eine Probe der bromierten Séure in Methyl- 
alkohol mit einem kleinen Uberschu8 von methylalkoholischem 
Kali, so krystallisiert das K-Salz aus, ohne daf& Brom abge- 
spalten wird. 

Um Brom durch OH zu ersetzen, wurde die Séure mit der 
doppelten Menge (8 Aquivalente) n/1-wiBriger Natronlauge auf 
dem Wasserbad erhitzt. Man kann schon sehr bald Br’ nach- 
weisen, 1a8t aber, um nachher ein vollig bromfreies Produkt zu 
erhalten, die Reaktion 12 Stunden lang andauern. Dann fiallt 
man die Siure aus und krystallisiert sie aus Eisessig oder Essig- 
ester um. Schmelzp. 188°. Athert man nach dem Ansiuern so- 
fort aus, kann man die Séure in das Loésungsmittel bringen, 
aus dem sie dann bald auskrystallisiert. 

3,78, 3,596 mg Substanz gaben 8,63, 8,39 mg CO,, 2,53, 2,56 mg H,O. 

C.4H5,0, (452) Ber. C 63,71°/, H 7,96°/, 
Gef. ,, 64,00, 63,63°/, »» 7,10, 7,97. 

Titration. 70,9mg Substanz verbrauchten 9,02 ccm n/20-NaOH. 


Aquivalent (=) Ber. 151 = Gef.. 157. 


Die Menge des abgespaltenen Broms wurde in einem Fall nach 
25stiindiger Einwirkung von Alkali auf die bromierte Saure titrimetrisch 
nach Volhard bestimmt. Dabei siuerte man mit verdiinnter HNO, an, 
entfernte alle organische Substanz mit Ather und fallte dann das Br’ mit 
n/10-AgNO,. Einer Einwage von 1,4326g Brom-f-desoxybilianséure ent- 
sprach ein Verbrauch von 28,5 ccm n/10-AgNO,. Ber. 27,82 ccm. 


Oxydation von Oxy- und von Brom-/-desoxy-bilianséure. 


1,2629 g der Oxyséure wurden in 15 cem HNO, (D. 1,4) ge- 
list und 6 Stunden lang auf dem Wasserbad erwarmt. Der 
Reaktionskolben war durch Schliffe mit zwei zusammenhangenden 
Péligotréhren verbunden, die Barytwasser enthielten. Entstandenes 
CO,: 0,105 g. Fiir 1 Mol CO, berechnet sich 0,128 g. 

Entsprechend der weitergehenden Oxydation ist auch die 
Menge der entstehenden f-Choloidansiure geringer als von der 
f-Desoxy-biliansiure aus. Die f-Choloidansiure erscheint beim 
Verdiinnen der Reaktionslésung mit heiBem’, Wasser langsam in 
den traubig angeordneten Kiigelchen. Durch Krystallisation aus 
verdiinntem Hisessig wird der Schmelzp. 300° erreicht. Mischprobe. 
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In gleicher Weise verliuft die Oxydation der bromierten 
Saéure. Aus 1,5039g Substanz in 14cem HNO, wurden nur 
85,7 mg CO, gebildet, fiir 1 Mol CO, berechnet 182,5 mg. Da- 
gegen entstehen hier fliichtige Brom-nitro-Verbindungen, die sich 
: im vorgelegten Barytwasser mit gelber Farbe lésten und nach 
dem Ansauren am charakteristischen Geruch zu erkennen waren. 
Die Séure wurde wie oben nachgewiesen. Man stellte auch ihren 
Kster nochmals her und destillierte ihn bei 0,2 mm Druck. Er 
‘ ging bei 240—250° (Bad) iiber, krystallisierte aber ebensowenig 
wie friiher. 

4,691 mg Substanz gaben 10,79 mg CO,, 3,36 mg H,O. 


CopH4g0,9 (554) Ber. C 62,82%/, H 8,309, 
Gef. ,, 62,73 » 8,02 


ter 
eee ~ “ 
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Lacton aus 6-Oxy-/-desoxybiliansdure (IV). 


Die Oxyséure wird in indifferenter Atmosphire auf 200° er- 
hitzt; sie schmilzt unter lebhaftem Schiumen. Nachdem alles ge- 
schmolzen ist, bringt man unter Vakuum und hilt die Schmelze 
3/, Stunden bei 200°. Nach dem Erkalten setzt man unter Essig- 
ester; die nach 12stiindigem Stehen krystallin ausgeschiedene 
Lactonséiure wird aus Eisessig umkrystallisiert. Schmelzp. 263°. 
Ausbeute 40—50°/,. 

3,777, 3,715 mg Substanz gaben 9,18, 9,03 mg CO,, 2,83, 2,59 mg H,O. 

C,,H,,0, (436) Ber. C 66,18°/, H 8,41°/, 
Gef. ,, 66,29, 66,29°/, »9 8,39, 7,80%/,. 


Titration (W.Sch.). 0,0609, 0,0625 g Substanz verbrauchten in der 
Kalte 5,39, 5,82 ccm n/20-KOH; 0,0625g Substanz verbrauchten in der 
Siedehitze 8,03 ccm n/20-KOH. 


Aquivalent (fiir 2bas. Saure): Ber. 217  Gef. 226, 215 
* (fiir 3bas. Saure): ,, 145 » 150 
Sduert man die Lésung der mit heiBem Alkali umgesetzten 
Lactonséure an, so fallen Nadeln aus, die nach 2maliger Kry- 
stallisation aus Essigester bei 180° schmelzen, ebenso wie cine 
Mischung mit Oxy-f-desoxybiliansiure. 
3,548 mg Substanz gaben 8,22 mg CO,, 2,57 mg H,0. 


C.4H5,0, (452) Ber. C 63,71°/, H 7,96°/, 
Gef. ,, 63,19 » 811 





Veresterung von 6-Oxy-/-desoxybiliansdiure (W. Sch.). 


Die Saéure geht in atherischer Diazomethanlésung unter leb- 
hafter Gasentwicklung in Lésung. Beim Verdunsten des Athers 
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kamen stiébchen- und sargdeckelf6rmige Krystalle heraus, die 
nach 2maliger Krystallisation aus Ather konstant bei 140,5° 
schmolzen. 
4,392, 3,852 mg Substanz gaben 10,63, 9,25 mg CO,, 3,40, 3,01 mg H,O. 
4,117 mg - »  5,82mg AgJ. 


C,,H,,0, (494) Ber. C 65,55°/, H 8,56°/, 30CH, 18,81°/, 
Gef. ,, 66,01 65,49°/, ,, 8,66, 8,74°/, ,, 18,68 


Veresterung der Lacton-dicarbonsaure C,,H,,0,. 


Die Lactonsiure wird im trocknen Chloroform aufgeschlammt 
und dazu itherische Diazomethanlosung gefiigt. Lebhafte Gas- 
entwicklung. Nachdem man mit einem UberschuB von Diazo- 
methan hatte tiber Nacht stehen lassen, wurde die Lésung ziem- 
lich weit eingeengt und der gebildete Ester sodann mit Ather zur 
Krystallisation gebracht. In diesem Losungsmittel ist er schwer 
léslich. Nach 2maligem Umkrystallisieren aus Chloroform—Ather 
blieb der Schmelzpunkt bei 200° stehen. Feine Nadeln. 


3,544 mg Substanz gaben 8,70 mg CO,, 2,59 mg H,0. 


4,808 mg ‘a » 486mg AgJ. 
C,,H,,07 (462) Ber. C 67,49°/, H 8,28°/, 20CH, 13,42°/, 
Gef. ,, 66,95 » 840 » 13,35 


Bei einer Veresterung, die in Methylalkohol ausgefiihrt wurde, 
isolierte man den Triester der offenen Siure, ein Zeichen, dab der 
Lactonring leicht aufgesprengt wird. 


6-Keto-/-desoxybiliansiure (V). 

3,7 g 6-Oxy-/-desoxybiliansiure werden, in 15 cem LEisessig 
gelést, unter Eiskiihlung allmahlich mit der Losung von 0,8 g CrO, 
in 1eem Wasser und 8cem Eisessig in Reaktion gebracht. Im 
Anfang wird das Oxydationsmittel ziemlich rasch verbraucht, 
aber nach 12stiindigem Aufbewahren der Lésung im Hisschrank 
ist noch ein UberschuB davon vorhanden. Man beseitigt ihn mit 
einigen Tropfen schwefliger Séure, entfernt den Hisessig, zuerst 
im Vakuum im Kolben mit Kapillare, den letzten Rest im 
Exsiceator, und extrahiert den Riickstand mit Ather. Beim Ein- 
engen krystallisieren aus dieser Lésung lange Nadeln vom 
Schmelzp. 187—190°, leicht léslich in Alkohol und Eisessig, 
schwer léslich in Ather und Essigester. Zur volligen Reinigung 
wurde das Produkt mit Ather aus der Hiilse extrahiert. Schmelz- 
punkt 193° (unter Zersetzung). 
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2,407 mg Substanz gaben 5,64 mg CO,, 1,66 mg H,0. 


C.4H3,0, (450) Ber. C 63,96°/, H 7,61°/, 

Gef. ,, 63,91 wi Baan 

Titration. 0,0567 g verbrauchten 7,31 cem n/20-KOH. 
Aquivalent (3bas. Saure): Ber. 150 ~— Gef. 159. 


Spezifische Drehung. 27,3mg Substanz, 4ccm Alkohol, 1 dm-Rohr. 
a = + 0,37 [a], = + 53,82°. 

Die Enolsiure (VI) erhailt man, wenn man den mit Ather 
extrahierten Riickstand von der Oxydation mit einem kleinen 
Uberschu8 von Sodalésung aufnimmt und die Lésung einige Zeit 
auf dem Dampfbad erhitzt, bis alles Chromhydroxyd ausgefallen 
ist. Das farblose Filtrat wird angesiuert und ausgeithert. Aus 
dem Ather kommen nach dem Hinengen ihnliche Krystalle wie die 
der Ketosiure. Schmelzp. 190—192°. Der Schmelzpunkt steigt 
beim Extrahieren dieses Produktes aus der Hiilse mit Ather auf 
198° (unter Zersetzung). 


3,925 mg Substanz gaben 9,24 mg CO,, 2,73 mg H,0O. 
C,,H;,0, (450) Ber. C 63,96°/, H 7,61°/, 


Gef. ,, 64,20 ~- Iga 
Titration. 0,0611 g verbrauchten 7,88 ccm n/20-KOH. 
Ber. 150 Gef. 155 


Die Saéure gibt mit Eisenchlorid in Alkohol intensive Griin- 
firbung, die bei der reinen Ketoform fehlt. Die Ketosaure gibt 
aber diese Farbreaktion ebenfalls, wenn man sie einige Minuten 
auf 150° erwarmt hat. 


Spezifische Drehung. 23,5 mg Substanz, 4 ccm Alkohol, 1 dm-Robhr. 
a= + 0,499. [a], = + 83,40°. 





Uber eine trypsinartige Protease 
im Sekret der menschlichen Parotisdrise. 


Von 


Otto Voss. 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Februar 1931.) 


Die Anregung zu der nachfolgenden Untersuchung wurde von 
Herrn Prof. Schmieden gegeben. Die Ahnlichkeit des klinischen 
Verlaufes der postoperativen Parotitis mit jener der akuten 
Pankreasnekrose hatte in ihm den Verdacht erweckt, es k6nne 
sich auch bei der postoperativen Parotitis um einen autodigestiven 
ProzeB handeln. Hieraus ergab sich ohne weiteres die Frage, ob 
eine solehe rasch verlaufende Autolyse in der Parotis etwa durch 
die Fahigkeit der Driise, proteolytisches Ferment zu bilden, be- 
dingt sei. Der Nachweis eines proteolytischen Fermentes im 
Parotissekret wurde bereits als kurze Mitteilung von Schmieden 
und dem Verfasser veréffentlicht.?) 

Die Angaben in der Literatur, die zur Zeit des Beginnes der 
vorliegenden Untersuchung iiber die proteolytische Wirkung des 
Speichels und der Speicheldriisen vorlagen, waren sparlich und zum 
Teil einander widersprechend. Wahrend meine Untersuchung im 
(iange war, erschien aber eine Arbeit von Willstatter, Bamann 
und Rohdewald?), die sich eingehender mit dieser Frage be- 
schaftigt, und auf die ich 6fters zuriickzukommen haben werde. 

Als das wesentlichste Ergebnis der vorliegenden Untersuchung 
sel vorweggenommen, daB entgegen der von vornherein gehegten 
Vermutung, da Parotissekret ein trypsinartiges Ferment von 
nicht unerheblicher Wirksamkeit enthalt, iibereinstimmend mit 
den Befunden von Willstatter, Bamann und Rohdewald nur 
eine sehr geringfiigige Wirkung des Mischspeichels gefunden werden 
konnte. Ebenso erwies sich auch der aus den Ausfiihrungsgiingen 
der Submaxillaris- und Sublingualisdriisen unmittelbar gesammelte 
Speichel als kaum wirksam. 


1) Zentralblatt f. Chir. 1930, Nr. 17, S. 1017. 
2) Diese Z. 186, 85 (1929). 
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Methodisches. 


Entsprechend der Fragestellung, von der ich ausging, richteten 
sich meine Untersuchungen fast ausschlieBlich auf das Vorhanden- 
sein von Protease im Parotisspeichel, da fiir das Zustandekommen 
autolytischer Prozesse Proteasewirkungen weit mehr als Peptidase- 
wirkungen in Frage kommen. Als Kiweifsubstrat benutzte ich 
Casein nach Hammarsten, wobei ich den Umfang der Spaltung 
durch die Vermehrung der wahrend der Verdauung entstandenen 
EiweiBspaltprodukte an Hand der Eiweiffallungsmethode nach 
Schenck in dem klaren Filtrat bestimmte. Der Umstand, daf 
so an peptidartigen Spaltungsprodukten sich vollziehende, weitere 
Abbauvorginge nicht zur Beobachtung gelangten, war fiir meine 
besondere Fragestellung vorteilhaft. Ubrigens wurden die mittels 
der Bestimmung des Filtratstickstoffes gewonnenen Ergebnisse 
mittels der Willstatterschen Titrationsmethode in besonderen 
Versuchen kontrolliert und durchaus bestitigt. 


Die in der Mehrzahl meiner Versuche angewandte Methode war im 
einzelnen folgende: Zur Gewinnung des Parotisspeichels wurde ein Saug- 
gléckchen aus Glas auf die Offnung des Ductus stenonianus aufgesetzt und 
durch vorsichtiges Saugen Speichel zu gewinnen versucht. Die Entnahme 
des Parotissekretes, die teils an Patienten der Chirurgischen Klinik, teils an 
solchen der Zahnklinik erfolgte, bereitete erhebliche Schwierigkeiten. Trotz- 
dem die Entnahmeversuche bis zu einer Stunde dauerten, floB das Parotis- 
sekret nur sehr sparlich, die Ausbeute betrug nur selten mehr als 2 ccm, oft 
war sie noch geringer. Der Speichel war bald mehr durchsichtig, farblos und 
diinnflissig, bald war er deutlich gelblich gefairbt, zih und starker getriibt. 
Im Gegensatz zu der schwierigen Gewinnung des Parotissekretes gelang die- 
jenige des gemischten Sublingualis-Submaxillarisspeichels ohne weiteres. In 
wenigen Minuten konnte, wiederum unter Aufsetzen eines Saugglickchens, 
eine gréBere Anzahl von Kubikzentimetern gewonnen werden. Der gemischte 
Mundspeichel wurde von den Patienten durch Ausspeien entleert. 

Die Untersuchung des Speichels auf seinen Fermentgehalt erfolgte 
zum Teil im urspriinglichen Zustand (unfiltriert), zum Teil nach andauern- 
dem Zentrifugieren auf einer rasch laufenden Zentrifuge. Die tiberstehende 
Fliissigkeit wurde hierbei stets véllig klar, ihr proteolytisches Vermégen wurde 
ahnlich, wie es in der mehrfach erwahnten Arbeit von Willstatter, Bamann 
und Rohdewald geschah, mit dem des Sedimentes verglichen. 

Die benutzte Caseinlésung, deren Konzentration 1: 1000 betrug, wurde 
so hergestellt, daB 1g Casein in einem | Liter-MeBkolben, der mit iiber 
900 com Wasser gefiillt war, nach Zusatz von 5ccm n/1-Natronlauge unter 
Erwarmung gelést wurde, nachtraglich wurde die Flissigkeit durch Zusatz 
von 4,5ccm n/1-Schwefelsiure neutralisiert. Die Reaktion war jetzt am- 
photer, und der Kolben wurde mit Wasser auf 1000 ccm aufgefiillt. Die 
Caseinlésung wurde im Eisschrank aufbewahrt und blieb so mehrere Wochen 
haltbar. Sie enthalt von vornherein nur Spuren in das Schenckfiltrat iiber- 
gehenden Stickstoffs, und diese Stickstoffmenge nimmt auch bei langerem 
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Aufbewahren kaum zu. Statt der Lésung 1: 1000 wurde in einigen Versuchen 
auch eine Lésung 2: 1000 verwandt. 

Der Ansatz der einzelnen Versuche erfolgte in der Art, daB entweder 
eine bestimmte Menge des urspriinglichen oder des zentrifugierten Speichels 
— meist zwischen 0,5 und 1,0ccm — mit 10 ccm der Caseinlésung 1: 1000 
(oder 5 ccm der Lésung 2: 1000) versetzt wurde. Dem Gemisch wurde 
alsdann 1,0 ccm einer frisch bereiteten Lésung von 2°/,igem Natriumbicarbonat 
und 5 Tropfen Toluol hinzugefiigt. Nach leichtem Schiitteln der fiir die Ver- 
suche benutzten Erlenmeyerkélbchen wurden diese, mit Gummistopfen ver- 
schlossen, in ein Wasserbad versenkt, dessen Temperatur in den verschiedenen 
Versuchen wechselte, meist lag sie zwischen 38 und 40°. Die Dauer der 
Exposition betrug in der Mehrzahl der Fille zwischen 2 und 4 Stunden. 
Stets wurden die Versuche doppelt ausgefiihrt, und die im folgenden wieder- 
gegebenen analytischen Angaben iiber die Menge des bei der Verdauung ge- 
spaltenen EiweiBes geben die Mittelwerte gut iibereinstimmender Doppel- 
bestimmungen wieder. 

Ein in der gleichen Weise hergestelltes Fliissigkeitsgemenge wurde zur 
Zerstérung des Fermentes unmittelbar nach der Herstellung fiir einige Minuten 
in str6mendem Wasserdampf erhitzt und dann die gleiche Zeit wie die uner- 
hitzten GefaBe im Wasserbade gehalten. Auch diese Kontrollversuche wurden 
stets doppelt ausgefiihrt. 

Am Ende der Exposition wurde jeder der Ansatze mit 4ccm 4°/,iger 
Salzsiure und 5ccm 5°/,iger Quecksilberchloridlésung nach Schenck ver- 
setzt. Der Kélbcheninhalt wurde durchgeschiittelt und nach etwa 20 Minuten 
langem Stehen durch kleine, trockene, aschenfreie Filter filtriert. 

Gemessene aliquote Anteile der klaren Filtrate wurden zur Stickstoff- 
bestimmung nach dem Mikrokjeldahlverfahren benutzt. Die Destillation 
erfolgte in Glasschliffapparaten unter Vorlage von 10 ccm n/200-H,SO,, als 
Indicator diente das von Tashiro angegebene Methylrot-Methylenblau- 
gemisch.!) Die Titration erfolgte mit n/200-NaOH. 

Die Differenz der im Hauptversuch und im Kontrollversuch gefundenen 
Stickstoffmenge diente als MaB der Eiweifspaltung. Zumeist war diese 
iibrigens so betriachtlich, daB sie schon an den Unterschieden der bei der 
Schenckfallung in den Kontroll- und Hauptversuchen auftretenden Nieder- 
schlagsmengen ohne weiteres bemerkbar war. 


Ergebnisse. 

In Tab. 1 ist eine gréBere Anzahl von Versuchsergebnissen 
mit urspriinglichem Parotisspeichel wiedergegeben. Die nots 
wendigen Einzelheiten der Versuchsanordnung gehen aus den 
Vertikalspalten 1—3 hervor. In Reihe 4 ist die in dem nicht er- 
hitzten Ansatz mehr gefundene Filtratstickstoffmenge mit dem 
Faktor 6,3 multipliziert (entsprechend dem in besonderen Ver- 
suchen ermittelten N-Gehalt der verwandten Caseinlésung) und 
als EiweiBspaltung in Milligramm wiedergegeben. In Reihe 5 ist 
die Menge des gespaltenen EiweiBes in Prozent der urspriinglichen 
Caseinmenge berechnet. 


1) Vgl.Embden, Carstensen u. Schumacher, Diese Z.179, 186 (1928). 
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Tabelle 1. 
Versuche mit Parotisspeichel 

; | ot l | 2 | = f4 5 
2 EE: Caseinlésung | owe 

a one spaltung 
| Datum mnpontaone- 2 2 °/oo | mg in Bemerkungen 
Zi bedingungen 2&2 ccm Ge- | Ki- 
ee | i sien fend a | 

1] 5.12. 29] 3 bei 35° | 0, 5| 2 841054 6 

2] 6.12. 29] 4" bei 40° | 1,0 5 2 841]0,8 10 

3] 9.12. 29] 2 bei 40° 10,5 | 10, 2 16,8/0,88 5 

4] 9.12. 29] 4" bei 40° | 0,5 5 2 8,41]0,27) 3 

5 |10. 12. 29] 3" bei 40° | 0,5 5; 2 84108 | 10 

6}]11. 12. 29] 2" bei 40° | 0,5 5 2 8 413,3 39] triiber Speichel 
7412. 12. 29] 3" bei 40° | 0,8 5 2 8413,5 | 41 desgl. 
813. 12. 29] 3 bei 40° | 0,6 | 10 1 8816,2 | 71 desgl. 
9}16. 12. 29] 3 bei 40° | 0,6 | 10 1 = 8,811,76 20 

10 {17. 12. 29] 23/,"bei 40° 70,5 | 10 1 8,8 ]2,38 27 

1118. 12. 29] 25 bei 40° | 0,6 | 10 1 = 8,8 | 3,08 35 | triiber Speichel 
12|19. 12. 29] 2" bei 389 | 1,15] 10 1 881]1,07 12 

13] 2.1. 30 | 35 bei 40° [0,5 | 10 1 8,4143,7 44] triber Speichel 


Man sieht, da8 in allen Fallen EiweiBspaltung eintrat, daB 
der Umfang dieser EiweiBspaltung aber ein sehr verschiedener war. 
Er erreichte mit 6,2 mg oder 71°/, der zugesetzten Caseinmenge 
seinen Hoéchstwert in Versuch 10, wihrend in Versuch 4 die Spal- 
tung nur 3°/, betrug. Doch liegt auch dieser Unterschied bereits 
auBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmungsmethode. 

Bald bemerkte ich, da8 die physikalische Beschaffenheit des 
Speichels von vornherein gewisse Anhaltspunkte fiir seine proteo- 
lytische Wirksamkeit liefert, derart, daB zaher, triiber, gelblicher 
Speichel weitaus wirksamer als klarer, weniger viscéser und un- 
gefarbter Speichel ist. Es ist daher wohl kein Zufall, daB — un- 
abhingig von der benutzten Speichelmenge — die Versuche 6, 7, 
8, 11 und 18, bei denen die triibe Beschaffenheit des Parotis- 
sekretes von vornherein auffiel und besonders registriert wurde, 
simtlich einen relativ hohen Gehalt an proteolytischem Ferment 
zeigten, im Gegensatz zu den Versuchen 9, 10 und 12, in denen 
der Speichel nur wenig getribt und von heller Farbung war. 

Aus Tab. 2 sind die Ergebnisse einer Versuchsreihe ersichtlich, 
die in genau der gleichen Weise, doch unter Verwendung des Ge- 
misches von Sublingualis-Submaxillarisspeichel angestellt wurden. 
In 8 von den 10 Versuchen ist iberhaupt keine Proteolyse erkenn- 
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Tabelle 2. 


Versuche mit Submaxillaris-Sublingualisspeichel. 
































s- | 2 | ar aa | 4 =| «6 
- ~ & | Caseinlésung | EiweiB- 
u ed | in spaltung 
3 Datum oe oe 0/9 | mg E ma . Bemerkungen 
e vec ingungen Ss & ccm Ge-!| Ei- 
> “ aan halt weiB] mg /, ; 
14] 6.12. 29] 2" bei 40° | 1,0 5, 2 8,4]0 0) 
15}11. 12. 29] 2" bei 40° | 0,5 5 2 | 8,4]0 0 
16/16. 12. 29 | 23/," bei 400] 0,6 | 10 1 88/0 0 
17 |30. 12. 29} 3" bei 38° 10/10 1 = 84{]90,8 9 Eigener 
Speichel, Spur 
| opaleszent 
18} 2.1. 30 | 2" bei 38° | 0,56 710 1 | 841]0 0 
19} 3.1. 30 | 3" bei 38° | 0,5 | 10 1 | 84)]0 0 
20] 4.1. 30 | 3" bei 38° | 0,4 | 10 1 841]0,54 6,5] Beimengung 
von Gesamt- 
speichel 
21] 4.1. 30 3" bei 38° | 0,5 | 10 > 1 | 84/0 0 
22] 6.1. 30 | 31/," bei 38°] 1,0] 10 1 | 8,4] 0 0 
23| 6.1. 30 | 34/," bei 38°] 0,4 110 1 (84/0 0 
bar. Zu Versuch 17, wo eine Spaltung von immerhin 9°/, ein- 
getreten ist, diente mein eigener Speichel. Moglicherweise kam es 
bei der von muir selbst durchgefiihrten Entnahme zu einer Bei- 
mengung von etwas gemischtem Mundspeichel. In Versuch 20, in 


dem ebenfalls eine deutliche, wenn auch geringe Spaltung eintrat, | 
wurde die Beimengung von Mischspeichel bei der Entnahme aus- | 
driicklich vermerkt. | 
Tabelle 38. 
Ver8uche mit gemischtem Mundspeichel. 








| i #a@2 8 fatisy 
A 2 Caseinlésung | EiweiB- 
. . ere 3 in spaltung 
2 Datum oe anaes og 9 mg bs Bemerkung 
= bedingungen | & © | oem Ge- Ei- 
6 23 oa . 
S Ady halt weiB] mg °/p 
24/30. 12. 29] 3% bei 40° | 1,0] 10 1 84/023 3 
25] 2.1. 30 2 bei 38° | 05 | 10 1 = | 8,4]0,41 5 
26] 9.1. 30 40 bei 389 | 10/7/10 21 = 8,2]0,11 1 
271 9.1. 30 | 4" bei 38° | 0,8 | 10 1 8,210 0 
281413. 1. 30 | 3" bei 38° | 0,6 | 10 1 = 8,2)0 0 
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DaB der Mischspeichel, der durch einfaches Ausspeien ge- 
wonnen wurde, eine merkliche proteolytische Wirkung haben 
kann, geht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Will- 
statter und Mitarbeitern aus den Versuchen 24 und 265 der Tab. 3 
hervor. Versuch 25 ist um so beweisender, als hier die Expositions- 
zeit nur 2 Stunden betrug. Der in Versuch 26 gefundene geringe 
Unterschied liegt wohl innerhalb der Fehlergrenzen der Be- 
stimmung. 

Wie von Willstatter, Bamann und Rohdewald fest- 
gestellt wurde, geht beim Zentrifugieren von Mischspeichel die 
proteolytische Wirkung zum iiberwiegenden Teile in das Sediment 
iiber. Die Autoren sehen als Trager dieser Wirkung im wesentlichen 
Leukocyten und Mundbakterien an. 


Tabelle 4. 
Fraktionierte Untersuchung des Gesamtspeichels. 











| 1 [2 | 3 |[4]|6 
co a * a b_ | Caseinlésg. EiweiB- 
a ein 1°/ 
2 Expositions- — . 100 spaltung 
g Datum Untersuchung £ bp - an 
| : © mg 
& Dauer ‘Temp. _ mA | piweiB mg | %/, 
29 | 10.1. 30} 3" 38° |urspriingl. Sekret}] 0,5 | 10 8,2 10,3 4 
klar zentrif. 
Flissigkeit 0,45} — — 10,06 0,7 
| Sediment mit 
| Ringerlésung 2,6 | — — 10,31 4 


30 | 14.1. 30] 3" = 40° | urspriingl. Sekret} 1,5 |] 10 8.2 |0,5 6 
| klar zentrif. 


| Flissigkeit inf —~| — joe is 
Sediment mit | | 
Ringerlésung 25;—| — |9,6 | 6 


31 | 16.1. 30] 3" | 40° | urspriingl. Sekret} 1,5 | 10 8,4 10,78 9 
klar zentrif. 




















| Flissigkeit 1,37} — — {0 0 
Sediment mit 
Ringerlésung 2,5 | — — |0,55 6,5 


In Tab. 4 sind die Ergebnisse von 8 Versuchen wiedergegeben, 
in denen gemischter Mundspeichel in der oben geschilderten Art 
so lange auf einer rasch laufenden Zentrifuge zentrifugiert wurde, 
bis die tiberstehende Fliissigkeit klar war, wozu 45—60 Min. er- 
forderlich waren. 
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Man sieht, daB die iiberall deutliche proteolytische Wirkung 
des urspriinglichen Sekretes ganz iibereinstimmend mit den von 
den eben genannten Autoren gewonnenen Ergebnissen in dem 
klaren, beim Zentrifugieren gewonnenen Abgu8 auf einen geringen 
Bruchteil abgesunken ist. In Versuch 31, in dem der urspriingliche 
Speichel die starkste Wirkung entfaltete, zeigte das klare Zentri- 
fugat tiberhaupt keine proteolytische Wirkung. 

Dieses Versuchsergebnis wird wohl kaum dadurch_beein- 
trichtigt, daB, wie aus der Vertikalspalte 2b hervorgeht, von dem 
klaren AbguB nicht die gleiche Menge wie vom urspriinglichen 
Speichel, sondern eine wenig geringere zum Versuch benutzt wurde. 

Das Sediment wurde iiberall mit 2,5 cem Ringerlésung auf- 
geruhrt und so vollstiéndig wie médglich verwendet. Es zeigte in 
den Versuchen 29 und 30 die gleiche Wirkung wie der urspriing- 
liche Speichel, waihrend in Versuch 31 eine Verminderung der 
Wirkung eingetreten ist. Die Sedimentmengen, die zu den einzelnen 
Ansitzen benutzt wurden, entsprechen einer nur unbedeutend 
kleineren Speichelmenge als in den Versuchen mit dem urspriing- 


lichen Sekrete. 








Tabelle 5. 
Fraktionierte Untersuchung des Parotissekretes. 
2a we ee ee ER 
A So | Caseinloag. | KiweiB- 
B Expositions-] Untersuchung E 1°/o spaltung 
3 | Datum . + ” in 
5 im a mg 
be . me.) ° ° 
Ms Dauer | Temp. 2 ccm EiweiB mg | °%/, 
—S————————— ne? Perk Oe 
32 | 6.1. 30 | 31/,." | 38° | urspriingl. Sekret 0,4 | 10 8,2 [3,41 42 
klar zentrif. | 
Fliissigkeit 0,35] — — |3,14 38 
Sediment mit 
Ringerlésung 2,0 | — — 10,3 4 


33 | 7.1. 30 | 31/,." | 38° | urspriingl. Sekret 0,65] 10 8,2 | 6,16 75 
klar zentrif. | | 

















Fliissigkeit 0,60} — | > — [4,65 | 57 
Sediment mit | 

Ringerlésung 2,0]—, — [0,74 9 

34] 8.1.30 | 1%/," 40° | urspriingl. Sekret 0,5] 10 8,2 | 6,65) 81 
klar zentrif. | | 

Flissigkeit 0,45] — — 5,52 60 
Sediment mit | | 

Ringerlésung 2,5 | — — |0,31| 4 
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Ganz gleichartige Versuche wurden nunmehr auch mit Parotis- 
sekret vorgenommen. In den 8 Versuchen der Tab. 5 war der 
Speichel tribe. Das urspriingliche Sekret spaltete dementsprechend 
sehr kraftig, namentlich im Versuch 34, wo es nach 105 Min. langer 
Expositionszeit bei 40° zu einer Spaltung von 81°/, des zugesetzten 
Caseins kam. Ganz im Gegensatz zu den an Mischspeichel ge- 
wonnenen Ergebnissen enthielt hier der klar zentrifugierte Speichel 
die Hauptmenge des Fermentes, wihrend das Sediment nur eine 
proteolytische Wirkung entfaltete, die in ihrer absoluten GrdBen- 
ordnung zwar der am Sediment aus Mischspeichel beobachteten 
iihnlich war, hinter der Wirksamkeit des urspriinglichen Sekretes 
und des klaren Abgusses aber weit zuriickstand. 

Es ergab sich also ein tiefgreifender Unterschied im Verhalten 
des proteolytischen Fermentes beim Zentrifugieren der beiden 
untersuchten Speichelarten: Wahrend fiir den Mischspeichel der 
von Willstatter und Mitarbeitern festgestellte Ubergang der 
Hauptmenge des Fermentes in das Sediment vollkommen_ be- 
staitigt werden konnte, ergab sich fiir den Parotisspeichel das um- 
gekehrte Verhalten, indem hier die Hauptmenge des_ proteo- 
lytischen Fermentes in dem klaren Zentrifugat verblieb. 

Es wurde oben hervorgehoben, daB gerade triiber Parotis- 
speichel besonders wirksam ist, und aus den zuletzt geschilderten 
Versuchen geht hervor, daB diese proteolytische Wirksamkeit 
nicht, oder doch nur zum kleinsten Teil, an die triibenden Elemente 
gebunden ist. Das Sediment aus Parotisspeichel enthalt wbrigens 
mikroskopisch kaum typische Formen von Leukocyten, sondern 
Elemente epithelialen Charakters, Speichelkérperchen. 

Der fiir die beiden Speichelarten gefundene charakteristische 
Unterschied in der Verteilung des proteolytischen Fermentes nach 
dem Zentrifugieren steht aufs Beste mit der Annahme im K[in- 
klang, da zwar die proteolytische Wirkung des Mischspeichels 
im wesentlichen durch die beigemengten Formelemente bedingt 
ist, daf aber der Proteasegehalt des Parotissekretes in der Haupt- 
sache Ausdruck einer echten Sekretion ist. 

Es muBte als auffallig erscheinen, daB der gemischte Mund- 
speichel eine relativ zum Parotisspeichel zu geringfiigige proteo- 
lytische Wirkung zeigt, namentlich nach dem Zentrifugieren, ob- 
wohl in ihm doch sicherlich Parotisspeichel vorhanden ist, freilich 
nach dem Ergebnis der 1m methodischen Teil mitgeteilten Ent- 
nahmeversuche an der Parotis einerseits, den Sublingual- und Sub- 
maxillarisdriisen andererseits, vielleicht nur in geringer Menge. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXCVII. 4 
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In 2 Versuchen habe ich die Frage gepriift, ob etwa durch 
Zusatz von Sublingualis-Submaxillarissekret oder von gemischtem 
Mundspeichel ee Hemmungswirkung auf die Protease des Parotis- 
sekretes ausgeiibt wird. , : 

‘ Tabelle 6. 


Einwirkung anderen Speichels auf Parotissekret. 


rt f2] 8 sis 





a . : ° id 
7 Exposi- |CaseinIsg.} EiweiB- 

- Sekretart : ]9/ in 

2 tions- /00 spaltung 

2 | Datum und -menge 1 ae mg in Bemerkung 
a . eB) — ye 

z in ecem 5s § Ieem Ei- 

Ro a weiB]l mg °/ 

- fond e mg /0 


35] 3.1. 30; Parotissekret 0,5 35, 38°] 10) 8,414,7 56 


Parotissekret 0,45 Subl.-Submax.- 
u. Subl.-Submax.- Sekret allein 
Sekret 0,45 | — —]— —1]3,6 43] ohne Wirkung 


36]18.1. 30} Parotissekret 0,3 2h 3897 10 8,4]1,2 14 
Parotissekret 0,25 
u. Gesamtspeich.0,l1 | — —}|— — 1] 1,214 

Im Versuch 385 mit Sublingualis—-Submaxillarisspeichelzusatz 
war vielleicht eine Andeutung emer solehen Hemmungswirkung 
vorhanden, wiihrend in dem Versuche mit Gesamtspeichel (Ver- 
such 36), der allerdings in relativ geringer Menge zugesetzt wurde, 
nichts von einer solechen Hemmungswirkung erkennbar war. Es 
erscheint als notwendig, diese Frage noch weiter zu verfolgen. 

Mehrfach habe ich untersucht, ob der wihrend 2—4?/, Stunden 
bei Zimmertemperatur aufbewahrte Speichel eine Veranderung 
seiner proteolytischen Wirksamkeit zeigt. Doch konnten hierfiir 
sichere Anhaltspunkte nicht gewonnen werden. 

Aus den Versuchen 87—42 der Tab. 7 geht hervor, da die 
Wirkung des eiwei®spaltenden Fermentes der Parotis bei emem 
pu von etwa 8,0 wesentlich stirker als in dem pu-Bereiche von 
5,4—6,2 ist. Schon dies spricht dafiir, dab die Proteolyse nicht 
durch ein katheptisches, sondern durch ein trypsinartiges Ferment 
verursacht wird. Ich benutzte zur Einstellung der verschiedenen 
Wasserstoffionenkonzentration, die mit der Gaskette festgestellt 
wurde, Puffergemische nach Northrop!) und tberzeugte mich 
davon, daB diese Puffergemische fiir sich unter den gewahlten 
Versuchsbedingungen keine Eiweifspaltung herbeifiihrten. In 
einer Reihe weiterer Versuche, in denen ich das px-Optimum 
durch Verwendung von Phosphatpuffergemischen nach Northrop, 




















1) J. of General physiology 5, 263 (1922). 
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Tabelle 7 


Untersuchung des p,,-Optimums der Parotisproteas¢ 














l 2 | 3 | 4 | 5 6 
- os Caseinlosung EiweiB- 
P a Expositions- 1°/o0 spaltung 
"3 Datum be in Pir an 
‘e ot | o 
2 e Dauer| Temp.| ccm IE Pa iB mg fF 
37 2.2. 30 1 0,25 Qh 37° 5 4,3 | 6,2 1,35 31 
a Pees 2 ‘ 7,0 | 1,53 36 
oe ma — 8,07 | 1,88 44 
38 26.4. 30 | 0,3 gh 37° 10 8,6 | 5,87 | 2,25 26 
--- -- - = - 8,0 | 3,69 43 
39 27.4. 30 | 0,3 3h 36° 10 8,6 | 5,41 1,45 17 
— — — - 8,0 2,50 29 
40 28.1. 30 | 0,2 31/,% | 40° 10 8,6 | 7,0 0,27 3 
ee “ne — — 7,79 | 0,48 6 
— — — 8,34 | 0,37 4 
41 29.1. 30 | 0,3 3h 38° Is | 12,9 | 7,4 0,74 6 
— — — _ — 7,9 1,1 i) 
_- — aa ~- —— 8,1 0.9 8 
— —- — ~- —- 8,4 0,72 6 
42 31.1. 30 | 0,5 3h 4()9 10 8,6 | 7,0 0,04 0.5 
_ — - 7,34 | 0,29 3 
— _ - 7,79 | 0,37 4 




















- — 8,34 0,38 4 


deren px zwischen 7,0 und 8,4 gelegen war, genauer zu erfassen 
versuchte, war dieses Optimum in der Nahe von pu 8,0 gelegen, 
doch soll von einer genaueren Schilderung dieser Untersuchungen 
abgesehen werden. 

Tabelle 8. 


Untersuchung des Parotissekretes mit dem acidimetrischen Verfahren. 


Bg Pe eet 3 | 4 | 5 





e | 0 
Z, = |§ “ o nO _ 

zw = |2 ¢&| Expositions- 3 & - 
¢ Datum = |ge* 3 q° Bemerkungen 
2 ay) % ot fs. VS =.8 
o >. Ia Dauer|Temp.|™ * 

T a 
43 7.5. 30 0,2 2,0 4h 38° 0,41 
44 | 12.5. 30 | 0,3 | 2,0 | 3/.» 30° | 0,42 
45 19. 5. 30 1,0 4,0 4h 30° | 0,05 | Speichel klar, 
wenig gefarbt 
46 21.5. 30 2,5 | 25,0 4h 35° | 0,30 
47 3.7. 30 0,5 3,0 6h 35° 3,04 
48 4.7. 30 0,5 4,0 6h 30° 0,12 Nach 20" Aciditats- 
zunahme 0,50 ccm 




















4* 
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In den simtlichen, bisher geschilderten Versuchen wurde die 
KiweiBspaltung mittels der Bestimmung des nicht nach Schenck 
fallbaren Stickstoffs verfolgt. Zur Vervollstandigung meiner Unter- 
suchung habe ich nun in mehreren Fallen auch die Acidimetrie 
in alkoholischer Losung nach Willstatter unter genauer Be- 
folzung der von Grassmann und Heyde!) beschriebenen Mikro- 
methode verwandt. Das relative Mischungsverhaltnis des Parotis- 
speichels und der Caseinlésung 1: 1000 war von Fall zu Fall ver- 
schieden, wie im einzelnen aus den Spalten 1 und 2 der Tab. 8 
hervorgeht. Die Mischungen wurden in den Versuchen 48, 44, 
47 und 48 mit je 2 Tropfen 2°/jiger Natriumbicarbonatlésung ver- 
setzt, bei den gréBeren Ansatzen der Versuche 45 und 46 mit 
je leem. Uberall wurden unmittelbar danach 2mal 0,5 cem 
Flissigkeit entnommen und diese nach Zusatz von 4,5 ecm 
90°/,igem Alkohol mit n/100-alkoholischer KOH titriert; dabei 
wurde die von Grassmann und Heyde angegebene Testlésung 
benutzt. Gleichartige Doppeltitrationen wurden nach der Ex- 
position, deren Bedingungen im einzelnen aus der Spalte 3 der 
Tab. 8 hervorgehen, ausgefiihrt. In samtlichen Versuchen iiber- 
zeugte ich mich durch Ricktitration mit n/100-alkoholischer Salz- 
siiure davon, daB vor und nach der Exposition die gleiche Menge 
zur Entfarbung nétig war. Die Ergebnisse der Doppelbestimmungen 
stimmten stets gut tuberein, und die in der Tab. 8 angegebenen 
Zahlen geben deren arithmetisches Mittel wieder. 

Aus der Vertikalreihe 4 ist die jeweils nach der Exposition 
vefundene Acidititszunahme in Kubikzentimetern der verbrauchten 
n/100-alkoholischen KOH angegeben. Man sieht, daB dieselbe im 
Versuch 45, wo eine relativ zur verwandten Caseinmenge sehr ge- 
ringe Menge Speichel benutzt wurde, nur 0,05 cem betrug. In 
allen iibrigen Versuchen liegt die Zunahme der Aciditaét auBerhalb 
der Fehlergrenzen der Bestimmung. Auffallig ist namentlich die 
starke Aciditaétszunahme in Versuch 47. In Versuch 48 wurde die 
Titration nach zwei verschiedenen Expositionszeiten, nach 6 und 
20 Stunden, vorgenommen. Wie aus der letzten Kolonne hervor- 
geht, wurde nach 20 Stunden ein erheblich gréBerer Alkal- 
verbrauch als nach 6 Stunden gefunden. 

In vier weiteren Versuchen kamen statt Parotisspeichel Misch- 
speichel und Sublingualis-Submaxillarisspeichel zur Verwendung. 
Die Expositionstemperatur war hier iiberall 30°. Die Expositions- 


1) Diese Z. 183, 32 (1929). 
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zeit betrug entweder 6 oder 5 Stunden, war also mindestens ebenso 
groB wie in den Versuchen mit Parotissekret. Nirgends konnte 
hier eime Zunahme des Siureverbrauches nach der Exposition 
festgestellt werden. 
Tabelle 9. 
Untersuchung von Mischspeichel und Submaxillaris-Sublingualisspeichel mit 
dem acidimetrischen Verfahren. 








(27s 1 4 5 
ra © 8 c i. 
Z = = Rs, _ % © 
2 | = 2° | Expositions-| % & & 
> Datum Speichelart s re =3 5 
= © = =8q 
S 2 32, Dauer Temp.| 
49 | 14.5. 30 Mischspeichel 0,5 2,0 6h 30° 0,01 
50 | 14.5. 30 a 0 2,0 6h 30° 0 
51 | 19.5. 30 | Subling.-Submax.-| 1,0 2,0 5h 30° 0 

Speichel 

52 |] 19.5. 30 * 1,0 2,0 5h 30° 0 




















Es 1aBt sich also auch an Hand der Willstatterschen Titra- 
tionsmethode der Nachweis eines proteolytischen Fermentes im 
Parotissekret unter solchen Versuchsbedingungen erbringen, unter 
denen er bei Verwendung von gemischtem Mundspeichel und dem 
Sekret der Submaxillaris—Sublingualisdriisen nicht mdglich ist. 

Die oben mitgeteilte Tatsache, daB das Wirkungsoptimum des 
im Parotissekret nachgewiesenen proteolytischen Fermentes bei 
einem pu in der Nahe von 8,0 gelegen ist, spricht mehr zugunsten 
der trypsinartigen Natur dieses Fermentes. 

Anhaltspunkte dafiir, daB durch Enterokinase, die nach den 
Vorschriften von Waldschmidt-Leitz!) hergestellt war, eine 
Steigerung der Wirkung eintritt, konnten allerdings nicht ge- 
wonnen werden, was dadurch bedingt sein konnte, daB die Aktivie- 
rung des Fermentes schon von vornherein maximal war. 


Zusammenfassung. 
1. Das menschiiche Parotissekret enthalt ein proteolytisches 
Ferment, das auf Casein spaltend wirkt. 
2. Die proteolytische Wirkung des Fermentes ist von Fall zu 
Fall verschieden und am stirksten in solchen Parotissekreten, die 
gelblich gefarbt, viseés und getriibt sind. 


1) Diese Z. 132, 181 (1924). 
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3. Im Gegensatz zu den von Willstatter, Bamann und 
tohdewald am gemischten Mundspeichel erhaltenen, und in der 
vorliegenden Arbeit bestitigten Ergebnis, geht die Wirkung des 
proteolytischen Fermentes der Parotis beim Zentrifugieren nicht 
in den Bodensatz, sondern in die geklarte Fliissigkeit iiber. 

Auch hierdurch unterscheidet sich das proteolytische Ferment 
der Parotis scharf von jenem des gemischten Mundspeichels. 

4. An frisch gewonnenem Sublingualis-Submaxillarisspeichel 
konnte eine proteolytische Wirkung nicht eindeutig festgestellt 
werden. 

5. Das px-Optimum des im Parotissekret nachweisbaren 
proteolytischen Fermentes liegt in der Nahe von 8,0, spricht also 
fiir die trypsinartige Natur des Fermentes. 

6. Die Tatsache, daB das Parotissekret im Gegensatz zu 
jenem der anderen groben Mundspeicheldriisen neben dem lingst 
hekannten diastatischen und dem kiirzlich von Scheer nach- 
evewlesenen fettspaltenden Ferment auch ein dem Trypsin 4hn- 
liches eiweiBspaltendes Ferment enthalt, la8t die Funktion der 
Parotisdriise jener der Pankreasdriise ahnlicher erscheinen als die 
Funktion der wbrigen Mundspeicheldriisen. 

Dieser normal-physiologische Befund vermag vielleicht ein ge- 
wisses Verstaindnis zu vermitteln fiir das auch unter pathologisch- 
physiologischen Bedingungen von dem der Sublingualis und der 
Submaxillaris abweichende, dagegen jenem des Pankreas ahnliche 
Verhalten der Parotis.?) 


Ks sei mir gestattet, Herrn Professor EX mbden fir die Leitung 
der vorliegenden Untersuchung meinen Dank auszusprechen, ebenso 
auch den Herren Privatdozenten Dr. Jost und Dr. Lehnartz fir 
ihre vielfache Unterstitzung. 


1) Vgl. hieriiber auch eine demnachst in der Deutschen Zeitschrift fiir 
Chirurgie erscheinende Arbeit von Schmieden und Voss. 
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Uber die nachtragliche Milchsiurebildung beim Tetanus 
und bei der Zuckung isolierter Froschmuskeln. 
Von 
E. Lehnartz. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6, Marz 1931.) 


Durch die Untersuchungen von Lundsgaard an den Muskeln 
halogenessigsiurevergifteter Tiere wurde mit Sicherheit gezeigt, 
daB die Muskelkontraktion auch ohne jede Milchsaiurebildung vor 
sich gehen kann.!) Damit wurde der Milchsiuretheorie der Muskel- 
kontraktion endgiiltig der Boden entzogen: die Milchsiurebildung 
kann weder die Ursache der Kontraktionsauslésung, noch die 
alleinige Quelle der in der Arbeitsleistung und in der initialen 
Phase der Warmebildung erscheinenden Energie sein. 

Embden und seine Mitarbeiter sind bereits im Jahre 1924 
zu einer Ablehnung dieser Theorie gekommen?) auf Grund von 
Versuchen iiber den zeitlichen Verlauf der Milchsiurebildung beim 
‘Tetanus, in denen sie zeigen konnten, daB die Milchsiurebildung 
zeltlich nicht an die Dauer der Muskelkontraktion gebunden ist. 
Meyerhof lehnte diese Versuchsergebnisse ab, weil er nur bei 
,,Uberreizung‘‘, nicht aber bei schonender direkter und indirekter 
teizung des Muskels eine den Tetanus iiberdauernde Milchsiure- 
bildung beobachten konnte.*) Trotzdem in den von Kmbden, 
Hirsch-Kauffmann, Lehnartz und Deuticke angestellten 
Kontrollversuchen, in denen die Muskeln in gleicher Weise wie in 
den Hauptversuchen gereizt waren, eine vollstaindige Wieder- 





1) Lundsgaard, Biochem. Z. 217, 162 (1930). 

2) Embden, Klin. Wochenschr. 3, 1393 (1924); Embden, Hirsch- 
Kauffmann, Lehnartz u. Deuticke, Diese Z. 151, 209 (1926). 

3) Meyerhof u. Lohmann, Pfliigers Arch. 210, 790 (1925); Suranyi, 


ebenda 214, 228 (1926). 
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herstellung eintrat, fiihrte auch Hill die von uns festgestellte 
nachtrigliche Milchsiurebildung auf schwere Schidigung des 
Muskels zuriick, ja, er bezeichnete die angewandte Reizmethode 
als ,,electrocution’’.4) Embden und seine Mitarbeiter haben die 
serechtigung der Eimwendungen Meyerhofs zuniichst keiner 
experimentellen Nachpriifung unterzogen, sie hielten es aber von 
vornherein fiir wahrscheinlich, ,,daB die methodischen Einwinde 
Meverhofs" gegen ihre ,,urspriingliche Versuchsanordnung be- 
rechtigt‘’ waren.’) 

Doch fiihrten daraufhin am Semimembranosus mit Einzel- 
reizung vorgencmmene Versuche, in denen der Milchsduregehalt 
eines aerob gereizten Muskels mit dem Milchsiéuregehalt und dem 
Sauerstoffverbrauch eines in gleicher Weise in Sauerstoff ge- 
reizten Muskels verglichen wurde, ebenfalls zu dem SchluB, daB 
die Milchsiiurebildung nicht an den Augenblick der Kontraktion 
vebunden ist.2) Meyerhof und Schulz glaubten diesen Befund 
auf Fehler in der Sauerstoffmessung zuriickfiihren zu miissen.*) 
Doch zeigten Embden und Lehnartz, dai die gleiche Versuchs- 
anordnung auch am Sartorius, an welchem Muskel die Messung 
des verbrauchten Sauerstoffs sicher fehlerfrei erfolgen kann, zu 
den gleichen SchluBfolgerungen zwingt.°) Eine experimentelle 
Kritik dieser Befunde ist durch Meyerhof nicht erfolgt, und seine 
Zweifel an der Exaktheit der von uns vorgenommenen Milchsiure- 
bestimmungen und Atmungsmessungen sind sicher unbegriindet.®) 
Wir werden trotzdem zu geeigneter Jahreszeit unsere friiheren 
vergleichenden Versuche an aeroben und anaeroben Muskeln noch- 
mals wiederholen.*) Die in einer kurzen Mitteilung in der Klinischen 
Wochenschr. von Meyerhof neuerlich gegen unsere vergleichenden 
Untersuchungen an aerob und anaerob gereizten Muskeln er- 
hobenen Einwiinde beziehen sich iibrigens nicht auf unsere letzte 
Arbeit, in der wir in unserer Meinung nach vollig einwandfreien 
Untersuchungen die friiheren Ergebnisse bestatigen konnten, 


1) Hill, Proc. Roy. Soc. B. 1038, 179 (1928). 

2) Embden u. Lehnartz, Diese Z. 178, 314 (1928). 

3) Embden, Lehnartz u. Hentschel, Diese Z. 165, 255 (1927). 

4) Meyerhof u. Schulz, Pfliigers Arch. 217, 547 (1927). 

5) Embden u. Lehnartz, Diese Z. 176, 231 (1928). 

6) Lehnartz, Diese Z. 179, 1 (1928). Siehe auch weiter unten S. 59. 

7) Hier wird auch darauf einzugehen sein, daB die Wiedergabe unserer 
Ergebnisse durch Meyerhof in seiner Monographie tiber die ,,Chemischen 
Vorgainge im Muskel’ S. 44 den Tatsachen nicht entspricht. 
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sondern auf die vorletzte Arbeit, in der méglicherweise die Sauer- 
stoffmessung keine ganz einwandfreie war.’) 

Durch die wichtigen Ergebnisse Lundsgaards wurden er- 
neute Untersuchungen tiber den zeitlichen Verlauf der Milchsiure- 
bildung nahegelegt, und ich habe, einer Anregung von Herrn Pro- 
fessor Embden folgend, die nachtrigliche Milchsiurebildung so- 
wohl bei tetanischer, wie bei Einzelreizung nochmals zu erweisen 
versucht. 

Die Versuche mit tetanischer Reizung wurden in der friiher 
geschilderten Weise vorgenommen, nur dai statt der direkten 
Reizung die indirekte verwendet wurde, also jegliche Uberreizung 
von vornherein ausgeschlossen war. Auferdem wurde die Span- 
nungsentwicklung gemessen und in einer Reihe von Versuchen in 
den einzelnen Versuchsphasen neben der Milchsiiure auch das 
Phosphokreatin bestimmt. 

Auch von den obenerwahnten Vergleichsversuchen an aeroben 
und anaeroben Muskeln abgesehen, waren fiir die experimentelle 
Durchfiihrung der Versuche mit Einzelreizung in alteren Unter- 
suchungen aus dem hiesigen Institut Hinweise gegeben: in einer 
klemen Zahl von Versuchen, die seinerzeit von Deuticke und 
mir durchgefiihrt wurden, war bereits gezeigt worden, dai unter 
anaeroben Bedingungen bei gleicher Reizzahl, gleicher Belastung 
und gleicher Reizstirke Einzelreizung bei langsamer Zuckungs- 
folge zu einer wesentlich héheren Milchsiurebildung fiihren kann, 
als Reizung in raschem Tempo.?) 

Uber das Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist bereits an 
anderer Stelle kurz berichtet worden.*) Auch Meyerhof hat 
neuerdings wenigstens fiir die in einem Teil meiner Versuche an- 
gsewandte tetanische Reizung das Bestehen der nachtriglichen 
Milchséurebildung anerkannt.!) Es besteht demnach zwar ein 
Widerspruch zwischen den im hiesigen und im Meyerhofschen 
Institut erhobenen Befunden tiber den Verlauf der Milchsiure- 
bildung bei tetanischer Reizung nicht mehr, trotzdem ist es aber 
nicht tberfliissig, das von mir neuerlich bei tetanischer Reizung 
experimentell gewonnene Material an dieser Stelle ausfiihrlich zu 
ver6ffentlichen. 

Noch mehr gilt dies fiir die Versuche, die die nachtrigliche 


1) Meyerhof, Klin. Wochenschr. 10, 214 (1931). 

2) Embden, Handbuch der normalen und pathol. Physiol. 8, J, 404 
(1925). 

3) Lehnartz, Klin. Wochenschr. 10, 27 (1931). 
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Milchséurebildung bei Einzelreizung betreffen; denn fir diese 
hat Meyerhof bei einer jiingst vorgenommenen Nachpriifung 
meiner Angaben eine Fortdauer der Milchsiurebildung wber den 
Kontraktionsmoment hinaus nicht feststellen kénnen.!) Aus den 
nachfolgenden Ausfiihrungen geht mit Sicherheit hervor, daB in 
der Anordnung der ,,Tempoversuche’ bei langsamer Reizung 
mehr Milchsiiure gebildet wird als bei rascher Reizung. Es ergibt 
sich iiberdies, da das Verhaltnis zwischen Spannungsleistung und 
Milchsaéurebildung unter sonst gleichen Versuchsbedingungen bei 
rascher Reizung gréBer ist als bei langsamer Reizung. Somit 
kann wohl kein Zweifel mehr daran bestehen, daB die Milchsiure- 
bildung nicht nur den Tetanus, sondern auch die Zuckung iiber- 


dauert. 


Methodik. 


Simtliche Versuche der vorliegenden Arbeit wurden in der Zeit von 
September bis Dezember 1930 an Esculenten und Temporarien vorgenommen 
und zwar ausschlieBlich am Nerv—Muskelpraparat vom Semimembranosus. 
Die Frésche waren vor den Versuchen kurze Zeit im Institut aufbewahrt 
worden. Die Gefangenschaftsdauer ist in den einzelnen Tabellen angegeben. 
Auf die Erreichung niedriger Ruhewerte der Milchsiure wurde verzichtet, die 
Frésche also vor den Versuchen nicht irgendwie vorbehandelt. 

Die Praparation erfolgt in der Weise, da zunichst mit einem scharfen 
Messer die Symphyse durchtrennt wird. Dabei ist besonders darauf zu achten, 
daB nicht einzelne Muskelfasern beschidigt werden. Dann wird die Sehne 
unmittelbar am Ansatz an der Tibia mit einem festen Seidenfaden angebunden 
und durchschnitten. Nunmehr kann der Muskel mit einer feinen Schere bis 
zu seinem Ursprung frei prapariert werden. Bei einiger Ubung gelingt die 
Praparation ohne jede Schadigung von Muskel und Nerv. Der Nerv wird in 
Zusammenhang mit einem Stiick der Wirbelsaiule gelassen, bis zu seinem 
Eintritt in den Muskel freigelegt und nun der Muskel dicht am Knochen mit 
einem festen Seidenfaden angebunden, der nur so fest angezogen wird, daB 
der Knochen sein Abgleiten verhindert. Auch hierbei wird der Muskel nicht 
geschadigt. Muskeln, die trotz sorgfaltiger Praparation fibrillare Zuckungen 
zeigen, werden nicht in den Versuch genommen. 

Nach der Praparation wurden die Muskeln in den ersten Versuchsserien 
kurz in Ringerlésung gewaschen und dann fiir etwa 30 Minuten in einer Stick- 
stoffatmosphire in Kopyloffschen GefaiBen bei einer Temperatur von 13—15° 
aufgehingt. In den spateren Versuchen hingen die Muskeln vor der Reizung 
etwa 30—60 Minuten in Ringerlésung, die mit Stickstoff durchperlt wurde. Die 
Ringerlésung wurde unmittelbar vor der Reizung abgelassen und die am Muskel 
anhaftenden Reste der Lésung mit einem Stiick FlieBpapier abgetrocknet. 

Sowohl bei Einzelreizung wie beim Tetanus erfolgte die Reizung durch 
Kondensatorentladungen mittels eines Glimmlampenunterbrechers. Durch 
Variation der vorgeschalteten Hochohmwiderstande sowie der Kondensator- 
kapazitat lieB sich jede beliebige Reizfrequenz einstellen. Die Nerven waren 


1) Meyerhof, Klin. Wochenschr. 10, 214 (1931). 
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einander parallel geschaltet, parallel zu ihnen lag wieder ein Stépsel- oder 
Kurbelrheostat, durch den sich der Reiz auf gerade maximale Starke ein- 
stellen lieB. 

Die Muskeln waren an isometrischen Hebeln bei einer Anfangsspannung 
von 10—20 g aufgehingt. Die Spannungsleistungen wurden auf dem Kymo- 
graphion registriert. Wenn sich in den Versuchen mit Einzelreizung ein starkeres 
Nachlassen der Anfangsspannung infolge Lockerung der Aufhangefaden zeigte, 
wurde eine Nachspannung vorgenommen. Die Zeitschreibung erfolgte mit 
einer Jaquetschen Uhr, bei tetanischer Reizung wurde auBerdem die Reiz- 
dauer registriert. Die Gesamtspannungsleistung wahrend einer Zuckungsreihe 
wurde in iiblicher Weise unter Beriicksichtigung der Anfangsspannung er- 
mittelt. Zur Bestimmung des Produktes Spannungsleistung » Reizdauer in 
den Versuchen mit tetanischer Reizung wurden die gewonnenen Spannungs- 
Zeitkurven vergr6Bert, ausgeschnitten und gewogen. Die Auswertung erfolgte 
durch Vergleich mit dem Gewicht eines Rechtecks aus dem gleichen Papier, 
dessen Inhalt einen bekannten Spannungs-Zeitwert darstellte. 

Die Unterbrechung der Versuche geschah durch Eintauchen der Muskeln 
in flissige Luft. Erst dann wurden mit der Schere Nerv, Beckenknochen 
sowie Aufhaingefiden abgeschnitten und der Muskel auf der Torsionswaage 
oder einer mit Luftdampfung und automatischer Gewichtsauflage versehenen 
Analysenwaage rasch gewogen. Nachdem die dem Muskel oberflachlich an- 
haftende fliissige Luft verdampft ist, bleibt das Gewicht lange genug konstant, 
um eine bis auf 1 mg genaue Wagung zu erméglichen. Das so erhaltene Ce- 
wicht dient der Berechnung der im arbeitenden Muskel vorhandenen absoluten 
Milchséiuremenge. 

Zur Bestimmung der Milchsiure wurde der Muskel in fliissiger Luft zer- 
kleinert und das Muskelpulver in mit 10 ccm 4°/,iger HCl beschickte, vor- 
gewogene Koélbchen gebracht. Eine zweite Wagung ergibt die zur Analyse 
verwandte Muskelmenge. Die EiweiBfaillung erfolgte durch Zusatz von 5 ecm 
5"/siger HgClo-Lésung unter Zugabe von 5ccm Wasser. Die Bestimmung 
der Milchsiure geschah in der friiher geschilderten Weise.!) Die Milchséure- 
mengen waren fast stets so groB, daB in den Kupfer—Kalkfiltraten Doppel- 
bestimmungen ausgefiihrt werden konnten, die durchwegs befriedigende Uber- 
einstimmung zeigten. Die in den Tabellen angegebenen Zahlen sind Mittel- 
werte dieser Doppelbestimmungen. 

Die Zuverlassigkeit der nach unseren Angaben vorgenommenen Milch- 
siurebestimmungen ist von Meyerhof aus verschiedenen Griinden an- 
gezweifelt worden.*) Diese Einwande richten sich einmal dagegen, daB der 
Blankowert des Verfahrens nicht beriicksichtigt worden ist, der von Meyer- 
hof zu etwa 0,05 ccm n/200-Jodlésung angegeben wird. Wegen dieses Blanko- 
wertes sollen auch die in der Arbeit von Embden und Lehnartz aus den 
Milchsaurewerten gezogenen SchluBfolgerungen hinfallig sein.?) Meyerhof 
iibersieht dabei, daB der Blankowert fiir alle Bestimmungen der gleichen 
Serie den gleichen Wert haben muB, daB also bei Verwendung praktisch 
gleicher Muskelmengen Folgerungen aus der Differenz zweier Werte durch 
die Existenz eines Blankowertes in keiner Weise beriihrt werden, und nur 





1) Lehnartz, Diese Z. 179, 1 (1928). 
2) Meyerhof, Die chemischen Vorgange im Muskel. Berlin 1930. 5. 307. 
3) Embden u. Lehnartz, Diese Z. 176, 231 (1928). 
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um die Differenz zweier unter gleichen Bedingungen gewonnenen Werte 
handelte es sich in der angegriffenen Arbeit. Die Existenz eines Blankowertes 
soll nach Meyerhof auch die Erklarung dafiir liefern, daB Kontrollbestim- 
mungen an sehr kleinen Milchséuremengen eine besonders gute, ja sogar iiber 
der Theorie liegende Ausbeute ergeben. Wir haben friiher Kontrollbestim- 
mungen an Milchsiuremengen zwischen 0,198 und 0,018 mg_ ver6ffentlicht 
und stets die gleiche durchschnittliche Ausbeute von etwa 100°/, erhalten. 
Hiernach kann es schon nicht als sehr wahrscheinlich gelten, daB ein Blanko- 
wert in der von Meyerhof angegebenen GréBe ganz generell besteht. Wie 
uns eine Reihe von methodischen Versuchen zeigte, von denen im nach- 
folgenden nur einer wiedergegeben ist, ist dies auch durchaus nicht der Fall. 

Es wurde die Uberfiithrung von 10 ccm einer Lactatlésung vorgenommen, 
die 0,1 mg Milchsaure enthielt; dabei ergaben sich folgende Werte: 


1. ohne Vorbehandlung ..... . . . 0,099 und 0,103 mg, 
2. nach Kupfer-Kalkfallung .... . . 0,099 ,, 0,101 mg, 
3. nach Schenckfallung und Kupfer—Kalk- 

[OM ttt te wee ee se OT Og See ee. 


Die Uberfiihrung einer Salzsiure-Sublimatlésung ohne Milchsaurezusatz nach 
Entquecksilberung und Kupfer—Kalkfallung ergab kein durch Bicarbonat ab- 
spaltbares Bisulfit. 

Nur in einem Versuch wurde ein Blankowert in der von Meyerhof 
angegebenen Grobe gefunden. Hier fand sich bei der Nachpriifung, daB dieser 
Wert durch das verwandte destillierte Wasser entstanden war. Der Blanko- 
wert kann also vollstandig vermieden werden, wenn man fiir die Herstellung 
simtlicher bei der Milchsiurebestimmung verwandten Lésungen nur besonders 
sorgfiltig destilliertes Wasser verwendet. Im Hinblick auf die Erfahrungen 
Meyerhofs haben wir jedoch in allen Versuchen der vorliegenden Arbeit 
Bestimmungen des Blankowertes durchgefiihrt, ihn aber nur in dem einen 
bereits erwahnten Fall feststellen kénnen. 

Weiterhin glaubt Meyerhof, daB die Bestimmung kleinster Milchsaure- 
mengen im Muskel ungenau ist, weil sich bei der Titration des an Acetaldehyd 
yvebundenen Bisulfits kein bestandiger und scharfer Umschlag ergibt. Diese 
in der Tat vorhandene Schwierigkeit ]4Bt sich jedoch vermeiden, sie tritt 
besonders dann auf, wenn man wie Meyerhof die Milchsaure in relativ 
groBen Muskelmengen bestimmt. Bei kleinen Muskelmengen ist der Um- 
schlag auch bei Verwendung von Bicarbonat oder Phosphat zur Abspaltung 
des Bisulfits im allgemeinen recht scharf. Nach unseren Erfahrungen erhalt 
man stets einen scharfen und langere Zeit bestandigen Umschlag, wenn man 
die Spaltung der Aldehyd—Bisulfitverbindung mit Borax (Praparat von 
de Haen, mit Analysenschein) vornimmt.?) 


Versuchsergebnisse. 


1. Die nachtragliche Milchsaurebildung beim Tetanus. 
Zunichst sollen die bei tetanischer Reizung erhaltenen Er- 


r 


gebnisse besprochen werden. In Tab. 1 sind 5 Kontrollversuche 


1) Die Verwendung von Borat ist bereits von Friedemann, Cotonio 
u. Shaffer, Jl. of biol. Chem. 73, 335 (1927), erwahnt. 
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wiedergegeben, in denen beide Muskeln gleich lange gereizt und 
im Augenblick der Reizunterbrechung gleichzeitig in fliissige Luft 
versenkt wurden. Die Tabelle gibt AufschluB tber Reizdauer, 
Gewicht und Liinge der Muskeln, sowie iiber die in Prozenten des 
Muskels ausgedrickten Milchséuregehalte. Ferner ist die in dem 
arbeitenden Muskel tatsiéichhch vorhandene Milchséuremenge in 
Miligramm angegeben. Die in den Spalten 8 und 13 angefiihrten 
Kx-Werte sind analog den Meyerhofschen isometrischen Zeit- 
koeffizienten als 
kg Spannung < cm Muskellange x sec Tetanusdauer 
mg Milchsauregehalt 7 

berechnet. Der Mevyverhofsche Koeffizient enthalt im Nenner 
statt des Milchsiuregehaltes die bei der Reizung gebildete Milch- 
sure. Es ist vielfach wblich, Ruhemilchsiuregehalte von Muskeln 
durch Bestimmung des Ruhemilchsiiurewertes eines anderen 
Muskels zu ermitteln. Wie friiher von Embden und Lehnartz 
gezelgt wurde, stimmen aber die Ruhemilchsaéurewerte verschie- 
dener Muskeln durchaus nicht miteinander iiberein.!) Daher ist 
die Ermittlung der bei der Reizung gebildeten Milchsaéure in 
den vorliegenden Versuchen nicht médglich und die Spannungs- 
leistung kann nicht auf die mit ihr verbundene Milchsiurebildung, 
sondern nur auf den Milchsiuregehalt des Muskels bezogen 
werden. Alle auf diese Weise berechneten Koeffizienten sind als 
,i** bezeichnet, zum Unterschiede von den von Meyerhof ein- 
gefiihrten Koeffizienten ,,7,"* fiir tetanische und ,,ix,,“‘ fiir Einzel- 
reizung, denen die mit der Tatigkeit verbundene Muilchsaéure- 
bildung zugrunde liegt. Die ,,A‘“*-Werte dienen lediglich dem Ver- 
eleich der in den beiden Muskeln ein und desselben Versuches er- 
zielten Spannungsleistungen mit der in ihnen enthaltenen Milch- 
siure. Da nach friiheren Bestimmungen der Ruhemilchsiéiure- 
vehalt rechter und linker Muskeln ein sehr ahnlicher ist”), miissen 
trotzdem alle Untersechiede in der Milchsiurebildung der beiden 
Muskeln in den Koeffizienten zum Ausdruck kommen. 

Wie sich aus den Spalten 7 und 11 der Tab. I ergibt, zeigen 
die Prozentgehalte an Milchsiure in den beiden Muskeln meist 
cute Ubereinstimmung. Doch miissen zur exakten Beurteilung des 
Versuchsausfalles die Milchsiurewerte auf die Spannungsleistungen 
bezogen werden. Da diese in den einzelnen Versuchen zum Teil 


1) Embden u. Lehnartz, Diese Z. 176, 247 (1928). 
2) Embden, Lehnartz u. Hentschel, ebenda 165, 255 (1927) sowie 
Embden u. Lehnartz, ebenda 176, 231 (1928). 
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erheblich voneinander verschieden sind oder der Muskel mit dem 
geringeren Milchsiiuregehalt die gréBere Spannungsleistung auf- 
weist, zeigen die zueinander gehdérigen A-Werte Abweichungen 
bis zu 16°/, (ausgedriickt in Prozenten des kleineren Wertes). Im 
folgenden ist als Fehlergrenze der mit tetanischer Reizung an- 
gestellten Versuche dieser maximale Fehler von 16°/, angenommen. 

In Tab. II sind 20 Versuche wiedergegeben, in denen der eine 
Muskel unmittelbar nach der Reizung, der andere nach Erholungs- 
zeiten von 20 Sekunden bis zu 6 Minuten in fliissige Luft ein- 
getaucht wurde. Der Vergleich der Spalten 7 und 14 zeigt, dab 
der Milchsiuregehalt des spiter abgetéteten Muskels stets und 
zwar oft sehr betrachtlich hoher ist als der des unmittelbar nach 
AbschluB der Reizung untersuchten. Trigt man den in einigen Ver- 
suchen stark voneinander verschiedenen Arbeitsleistungen Rech- 
nung, indem man die /y-Werte ermittelt, so zeigt sich, da mit 
einer Ausnahme der Wert fiir Av in jenem Muskel, der sich im An- 
schluB an die Reizung erholen konnte, niedriger ist als in dem 
im unmittelbaren AnschluB an die Reizung untersuchten. In 
diesem einen Versuch sind die K-Werte gleich. In zwei anderen 
Versuchen hegen die Unterschiede innerhalb der durch die Kon- 
trollversuche bestimmten Fehlergrenze. Diese drei Versuche 
wurden an Fréschen von gleichem Fange und auBerdem zu Be- 
cinn dieser ganzen Versuchsreihe ausgefiihrt. In allen whbrigen 
Versuchen besteht eine auBerhalb der Fehlergrenze gelegene 
Differenz zwischen den Werten fir AY zuungunsten des erholten 
Muskels. Dies ist nur so erklarlich, daB in dem erholten Muskel 
auf die Eimheit der Arbeitsleistung bezogen eime gréBere Milch- 
siurebildung stattgefunden hat. Da nach den Kontrollversuchen 
der Tab. I diese Milchsiurebildung nicht wihrend der Kontrak- 
tion erfolet sein kann, so mu sie im AnschluB an die Kontrak- 
tion, d. h. in der Erholungsphase stattgefunden haben. Der Aus- 
fall dieser Versuche fiihrt damit zu dem Schlub, dab 
Milchsaurebildung und Kontraktionszustand beim Teta- 
nus zeitlich nicht aneinander gebunden sind. 

Dies Resultat steht in vollem Einklang mit den Ergebnissen, 
die Embden, Hirsch-Kauffmann, Lehnartz und Deu- 
ticke bereits im Jahre 1924 erhalten hatten. Die von diesen 
Autoren zuerst beschriebene, von Meyerhof aber noch bis vor 
wenigen Wochen bestrittene ,,nachtragliche’’ Milchsiurebildung 
besteht also tatsichlich. Ihr Ausmaf ist freilich in den Versuchen 
der vorliegenden Arbeit im allgemeinen gréBer als friiher fest- 
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Vers.-Nr. 
(Protokoll) 
Datum 
1930 


6 (80) 
15. 10. 
7 (81) 
15. 10. 
S (32) 
17. 10, 
(83) 
17. 10. 
(84) 
a7. 20. 
(85) 
20. 10. 
(86) 
20. 10. 
(88) 
20. 10. 
(89) 
22. 10. 
(90) 
23. 10. 
(91) 
23. 10. 
(92) 
23. 10. 
(102) 
4. 1l. 


(103) 
5. ii. 
(106) 
i Si. 
(109) 
17. 11. 
(110) 
23. 11. 
(111) 
24. 11. 
(112) 
24. 11. 


(114) 
27. 11. 





Froschart 
und 


-sendung 


Esculenta 
1S. 20. 


desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 


desgl. 


Temp. 
22. 9. 


Esculenta 
S23. 10. 


desgl. 
desgl. 


desgl. 


Esculenta 
28. 10. 


desgl. 


Esculenta 
EZ. ii. 


desgl. 


Esculenta 
Zu. Wi. 


desgl. 
desgl. 


Esculenta 
25. il. 




















Tabelle II. 


5 6 7 

— Muskel To 
Reizdauer | > 
Pee. 25 
Liinge| Spannungs- = 1 

leistung 
em kg x sec | “lo 
3777 | 0,068 
3,7 | 0,95 0,106 
3,75 1,06 | 0,067 
3,65 | 1.05 | 0,070 
3,50 ery 0,066 
8,75 0,72 0,033 
3,95 | 1,17 0,036 
3,5 | 1,27 0,051 
39 | 114 0,044 
3,85 | 2,71 | 0,042 
39 | 2,81 | 0,051 
4,2 | 3,81 (0,077 
5,0 | 3,06 | 0,035 
| | 

39 | 419 | 0,101 
5,0 : 2,48 | 0,135 
4,65 | 4,20 0,049 
4,60 | 4,27 0,107 
4,90) 2,80 | 0,086 
5,20 | 5,00 0,053 
4,80 | 4,45 0,998 


siure | 
absolut | 


Milch- 


mg 
0442 
0,689 
0,348 
0,409 
0,538 
0,209 
0,290 


0,237 


0,276 


0,266 


0,382 


0,584 


0,415 





| 1,330 
1,150, 
| 0,700 


3 1,040 


| 40,6 


9 


m 


| 14,8 


12,1 





37 











* ° eee ‘ = ; F ‘ 
Uber die nachtragliche Milchsiurebildung beim Tetanus usw. 65 


Nachtragliche Milchsiurebildung bei tetanischer Reizung. 









































io | m | 2 | as | «4 | 1 | 16 [| at 
| Muskel II neva 
| ir. Reizdauer p= bod | so 3 
Xx 9 & o &% | go's i 
Gewicht | Liinge | holungs- Spannungs- = z 3 a Z | xX Eze 
| dauer leistung ES 
mg | ecm — Pe, kg xsee | %%y mg Rig 
630 3,7 | 5 Min. | 1,43 0,083 | 0,523 10 50 
640 3,7 5 | 0,92 0,113 | 0,724 4,6 11 
510 | 3,75 | 5 1,67 0,106 | 0541 11,5 0 
510 | 3,65 | 5 | 1,29 0,117 | 0,632 8,2 13 
830 | 3,50 | 5 1,92 0,087 0,722 9,3 29 
615 | 8,75 | 5 0,81 0,059 0380 8,0 63 
740 | 3,95 | 5 | 1,11 0,064 0,473 9,3 71 
465 3,50 | 5 1,00 0,089 0,414 8,0 | 135 
630 3.90 | 5 1,39 0,072 0454 11,9 34 
630 | 3,85 | 6 2,82 0106 0665 16,3 | 134 
730 | 3,90 | 5 | 3,08 0,080 | 0,584 20 44 
730 | 4,10 | 5 | 8,57 0,101 | 0,737 19,9 37 
1190 | 5,00 | 5 3.00 0,057 | 0,675 23 60 
1140 | 4,10 | 2 | 5,07 0,163 | 1,850 11,2 22 
1255 | 4,90 | 20 see | 2,21 0,158 1,980 5,5 36 
960 | 4,65 | 30 | 4,32 0,067 0,630 31,5 26 
1240 4,40 | 30 3,82 0129 1,590 10,5 41 
1290 | 5,10 | 30 2,79 0,118 1,520 9,3 30 
1520 | 5,40 | 30 4,90 0,069 1,050 | 25,4 46 
1026 | 4,80 | 30 4,30 0119 1210 | 17 21 
eveianes Zeitschrift f, physiol. Chemie, CXCVHH, 3D 
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gestellt wurde. Dies mag dadurch zu erklaren sein, daB in den 
friheren Versuchen die Erholungszeiten meist kirzer gewahlt 
wurden. Vielleicht erklirt sich der Ausfall unserer friheren Ver- 
suche aber genau so wie das vollig negative Ergebnis der friiheren 
Versuche Meverhofs durch eine untermaximale Reizung. 

Das Ergebnis der hier geschilderten Versuche gibt uns die 
Berechtigung, bereits in den friiher veréffentlichten Untersuchungen 
den vollgiiltigen Beweis fiir die Existenz einer die Kontraktion 
um ein Betrichtliches iberdauernden Milchsiiurebildung zu sehen. 
An der Beweiskraft dieser unserer friiheren Versuche hatten wir 
ja auch lediglch auf Grund der Meyerhofschen Nachunter- 
suchung, die sich neuerdings als unzuliinglich herausgestellt hat, 
nicht aber auf Grund eigener Nachpriifungen gezweifelt. 


. , 49 , 
Versuch Nt. 21 § 44 30 


SOGgr- \ ae fiussige Cuft 


Es mag nur kurz erwihnt werden, daS die Muskeln nach Ab- 
schluB der Reizung keinerlei Kontraktionsriickstand aufwiesen. 
Wir geben als Beispiel fiir alle durchaus gleichartig verlaufenen 
Versuche in Fig. 1 eine Kurve wieder, die den Spannungsverlauf 
hei einer Reizung von 8,2 Sekunden Dauer zeigt. Gegen Inde 
der Reizung tritt eine unwesentliche Ermiidung ein. Die Er- 
midung war auch in den anderen Versuchen dieser Reihe im Ver- 
cleich mit der Anfangsspannung von ungefihr gleicher GréBe. 

Aus den Versuchen 20—25 der Tab. II ist ersichtlich, dai 
bereits eine Erholung von 20—80 Sekunden geniigt, um eine recht 
hetriichtliche nachtrigliche Milchsiurebildung in’ Erscheiung 
treten zu lassen. Aus der Tatsache, daB die Differenz zwischen 
den I¥-Werten bei liingerer Erholung im allgemeinen wesentlich 
erober ist als bei kiirzerer Erholung, geht ferner hervor, daB der 
Umfang der nachtriiglichen Milchsiiurebildung durch  langer- 
dauernde Erholung noch wesentlich gesteigert werden kann. 
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Wir haben daher den Versuch gemacht, den zeitlichen Ver- 
lauf der der Kontraktion nachfolgenden Milchsiiurebildung noch 
etwas niiher zu verfolgen. Zu diesem Zweck wurden Versuche an- 
gestellt, in denen bei beiden Muskeln an die Reizung eine Er- 
holungsperiode angeschlossen wurde. Aus Tab. III ergibt. sich, 
daB die nachtrigliche Milchsiurebildung bei einer Krholung von 
2—5 Minuten tatsiichlich deutlich gréBer ist als bei einer solehen 
von 30 Sekunden Dauer. Auch der eimzige Versuch, in dem der 
erste Muskel nach 2 Minuten dauernder Erholung, der zweite 
nach eimer solchen von 5 Minuten abgetOtet wurde, ergibt ein 
Fortschreiten der Milchsiurebildung zwischen 2 und 5 Minuten. 
Dagegen weist von 4 Versuchen mit emer Mrholungsdauer von 
5 Minuten beim ersten, und von 10 Minuten beim zweiten Muskel 
nur einer eine die Fehlergrenzen whersteigende Vermehrung der 
Milchsiiure auf. Die prozentischen Differenzen der /v-Werte in 
den Versuchen 25—29 sind kleiner als zwischen den /y¥-Werten 
der Versuche der Tab. I], es mufi also cin sehr grober Teil der 
nachtriiglichen Milchsiiurebildung schon in den ersten 80 Sekunden 
nach der Kontraktion erfolet sein. Die Versuche 31—34 zeigen, 
daB die Nachbildung der Milchsiiure 5 Minuten nach Beendigune 
der Reizung praktisch abgeschlossen ist. 

Der hier geschilderte Verlauf der nachtriglichen Milchsiiure- 
bildung beim Tetanus legt es nahe, diese Milehsiiurebildung in 
Zusammenhang mit zwei schon linger bekannten Vorgiingen zu 
bringen, die einen ahnlichen zeitlichen Verlauf zeigen. Es sind 
dies die verzdgerte, anaerobe Wirmebildung und die anaerobe 
tesynthese des Phosphokreatins. 

Meyerhof und Lohmann haben zuerst darauf aufmerksam 
semacht, dab ein Teil des bei der Kontraktion zerfallenen Phospho- 
kreatins wahrend der Krschlaffung des Muskels bereits wieder auf- 
sebaut wird.!) Spiter ist von Gorodissky?) und von Nach- 
mannsohn’) der Nachweis gefiihrt worden, daB dieser anaerobe 
Wiederaufbau des Phosphokreatins nicht nur wihrend der [r- 
schlaffung, sondern auch noch wihrend der anaeroben EKrholuny 


1) Meyerhof u. Lohmann, Naturw. 15, 670 (1927). Irrtiimlicherweise 
wurde in der kurzen Mitteilung meiner Ergebnisse in der Klin. Wochenschr. 
diese bereits friiher anerkannte Prioritat der von M. u. L. ausyefiihrten Unter- 
suchungen gegeniiber den von Gorodissky im hiesigen Institut vorgenom- 
menen Versuchen nicht zum Ausdruck gebracht. 

2) Gorodissky, Diese Z. 175, 261 (192k). 

3) Nachmannsohn, Biochem. Z. 196, 73 (1928); 208, 237 (1929); 
213, 262 (1929). 
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Tabelle 
Nachtrigliche Milchsiurebildung 
1 2 3 4 | 5 6 7 | 8 | 9 10 
Muskel I 
Vers.-Nr. | Froschart . x 2 2 © | 
Reiz- Er Savi s a3 
(Protokoll) und — Ge- : - ZF es ‘% aS 
winge rq. |S A : oe 
Datum -sendung wicht 5° /holungs =< © S| = ic . 
dauer 2 ma <a 
1930 sec mg em kgxsee} °%/, mg 
oF - — are | 7 . ] 
wa seulents | go | 1160 | 5,00 | 30sec 4,00 | 0,093 | 1,080 | 18,5 
_ . me . | 
~~ | 
“4 (108) | desgl. | 84 | 1030 | 4,65 30 4,54 | 0,090 | 0,930 | 22,6 
° een | | 
a an! nee 5,8 | 1050 | 4,90 | 30 2,56 0134 | 1410 8,9 
> F, | 
my i | desgl. | 76 | 1060) 4,70 | 30 3.54 | 0,099 | 1,050 16 
20 (104 Esculenta » 9M; - | - ¢ . 
ere eee Lo fe ee (0145 | 0820 5,6 
31 (98 . és | aaee loa : 
oy) | desgl | 70 | 625) 3,80 | 5 147 0,107 | 0,670 8,3 
ss | 
me i | desgl: =| 5,4 | 690 | 4,10) 5 1,32 | 0,073 | 0,504 10,8 
spe> | 
ety | desgl. | 72 | 680] 3,90 5 1,53 0,084 0,571 10,4 
md, . | 
. | 
aE (108) | desgl. | 4,8 | 465| 3,70 5 1,34 0,089 0,181 27,4 












































erfolet. Nach Nachmannsohn ist die Resynthese des Phospho- 
kreatins im wesentlichen 2 Minuten nach Beendigung der Reizung 


abgeschlossen. 

Wie von Meyerhof und Lohmann gezeigt wurde, ist die 
Spaltung des Phosphokreatins eine exotherme Reaktion!), der 
Wiederaufbau dieser Substanz also ein endotherm verlaufender 
Vorgang. Es ist schon friiher von mir die Ansicht ausgesprochen 
worden, daf die Energie fiir die in eigenen Untersuchungen am 
MuskelpreBsaft zuerst aufgefundene fermentative Phosphokreatin- 
synthese einer gleichzeitig erfolgenden Milchsiurebildung ent- 


') Meverhof u. Lohmann, Biochem. Z. 196, 49 (1928). 
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ILI. 

bei tetanischer Reizung. 
i 2 =| 18 14 i5 | 16 17 18 
Muskel II Es 
. ~~ 
X n © © ~~ 
+ 5 e oy 5 E 3 N a 
- S36 a 33 3 
Gewicht Liinge | holungs-  '§ a °5 2 2 4 Kk e = 
dauer gm | = = At 
mg em kg X sec "I, mg < 
1160 | 4,80 | 5Min. | 4,80 0,120 1,390 16,5 12 

| | | 
1030 | 4,65 | 5 3,66 0,092 0,950 18,0 26 
1030 | 4,90 2 276 | 0169 1740 | 78 27 
1100 | 4,70 | 2 3,56 0,122 1,340 12,4 29 
| | | 
570 3,90 5 1,46 0,135 0,790 | 72 20 
| | 
605 3,90 | 10 1,03 | 0,088 | 0,532 76 9 
710 410 | 10 1,64 | 0,088 | 0,625 10,8 0 
| | | 
| | | 

640 4,00 | 10 1,41 | 0,102 0,653 | S.6 21 
415 3,50 | 10 1,89 | (0,035 0,166 29,3 1 











stammt.') Freilich konnte in diesen Versuchen am Muskelpref- 
saft, in denen bei schwach alkalischer Reaktion eine erhebliche 
Phosphokreatinsynthese erfolgte, eme fiir diese Synthese ener- 
setisch ausreichende Milchsiurebildung in einigen Fallen nicht 
beobachtet werden, so daB die Moéglichkeit einer [Knergieheferung 
aus anderen Quelien durchaus besteht.*) 

Jedenfalls erschien es wichtig, die Frage zu prifen, ob die 
anaerobe Resynthese des Phosphokreatins im Muskel im Anschlub 
an eine tetanische Reizung gleichzeitig mit der nachtraglichen 


1) Lehnartz, Vortr. auf d. 10. Tag. d. Deutsch. Physiol. Ges. Rona 
Ber, 42, 562 (1928). 
2) Lehnartz, Diese Z. 179, 1 (1928). 


kleineren Wertes 
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Milchsiurebildung erfolgt. Ist dies wirklich der Fall, so ware 
damit eine hohe Wahrscheinlichkeit dafiir gegeben, daB der nor- 
male Muskel die Energie des Phosphokreatinaufbaues einer Spal- 
tung von Kohlehydrat zu Milchsiure entnimmt. 

In einer Anzahl der Versuche, fiir die die Ergebnisse der 
Milchséiureanalysen bereits in den Tabb. Il und III mitgeteilt 
sind, wurden auBerdem Phosphokreatinbestimmungen ausgefiihrt. 
Auch zu diesen Versuchen diente nur ein einziger Muskel. Von dem 
durch Zerklemerung in flissiger Luft erhaltenen Pulver wurde 
ein Teil zur Milchsiiurebestimmung verwandt, der gréBere Teil 
mit 10 cem 5° jiger Trichloressigsiure enteiweibt und im Trichlor- 
essigsiiurefiltrat in friher geschilderter Weise das Phosphokreatin 
bestimmt.!) 

Das Ergebnis dieser Phosphokreatinbestimmungen ist in 
Tab. IV unter den gleichen Versuchsnummern wiedergegeben, wie 
in den Tabb. If und III die zugehoérigen Milchsiurebestimmungen. 
Die Tabelle enthalt auBerdem zum Vergleich nochmals die Milch- 
siiurekoeffizienten und die Produkte aus Spannungsleistung und 
Reizdauer. Alle anderen Einzelheiten sind aus den Tabb. II und 
Il] zu entnehmen. 

Die Tab. LV zeigt, daB in simtlichen Versuchen der Phospho- 
kreatingehalt des spiter abgetoteten Muskels groBer ist als der des 
unmittelbar nach der Reizung oder nach kiirzerer Krholung unter- 
suchten. Bei der Beurteilung der Ergebnisse ist zu beriicksichtigen, 
da®B in den Versuchen 26—80 auch der Muskel I erst nach einer 
vorhergehenden Erholung in fliissige Luft verbracht wurde. Die 
relativ geringfiigige Zunahme des Phosphokreatins in diesen Ver- 
suchen, die an sich innerhalb der Fehlergrenzen gelegen ist, riihrt 
zweifellos davon her, daB bereits bei der kiirzeren Erholung die 
Resvnthese des Phosphokreatins relativ weit fortgeschritten war. 





In den Versuchen 18—25 ist dagegen — mit alleiniger Ausnahme 
des Versuches 23, in dem die Zunahme im spiiter untersuchten 
Muskel nur 14°/, betrigt — der Mehregchalt an Phosphokreatin 


nach Erholung ein auBerordentlich groBer. Die Spannungszeit- 
werte weichen nur in 4 Versuchen (19, 26, 27 und 30) um mehr als 
10°/, voneinander ab. Von diesen 4 Versuchen missen aber trotz 
eroBerer Differenz zwischen den beiderseitigen Arbeitsleistungen 
die Versuche 19 und 26 als durchaus beweisend fiir den Zusammen- 
hang zwischen Milchsiurebildung und Phosphokreatinresynthese 
angesehen werden, da in ihnen die Spannungsleistung des spater 


') Lehnartz, Diese Z. 179, 30 (1928). 
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Tabelle LY. 


Phosphokreatinresynthese nach tetanischer Reizung. 























a | 2 3 4 | 5 6 7 5 
“ Muskel I Muskel II a 

i.) onan a wen ‘eae s 

2 Spannungs- Phospho- | Spannungs- | Phospho- | » 

3S leistung x ' kreatin | leistung x | . kreatin | 5 

EE Reizdauer = H;P0O, Reizdauer | A H,PO, eg 

™ kg xX sec " kg X sec | ag “ 

18 3,06 36,8 0,071 3,20 23,0 0,106 4s 
19 4,15 13,7 0,050 5,07 | 11,2 0,078 56 
20 2,48 | 4,4 0,037 2,21 | 5,5 0,047 27 
21 420 40,0 0,054 432 | 318 0074 37 
22 4,27 14,8 0,039 3,82 105 0,079 102 
23 2,80 | 121 0,043 279 | 93 0,049 14 
24 5,00 37,0 0,046 490 | 25,4 0,084 82 
25 445 | 20,6 0,054 4,30 17,0 0,075 39 
26 400 | 18,5 0,073 4,80 16,5 0,081 11 
27 4,54 22,6 0,115 3,66 | 18,0 0,117 

28 2,56 8,9 0,042 oe. | 0,106 150 
29 3,54 | 16,0 0,106 3,56 12,4 0,121 14 
30 1,73 | 86 0,071 146 «| 7,2 0,075 








untersuchten Muskels wesentlich gréBer ist als die des Vergleichs- 
muskels. Hier muBte also von vornherein ein groBerer Zerfall 
von Phosphokreatin stattgefunden haben, die Resynthese tat- 
siichlich also noch viel gréBer gewesen sein, als in den Analysen- 
zahlen in die Erscheinung tritt. Dagegen moéchten wir die Ver- 
suche 27 und 29, in denen der spiiter abgetétete Muskel wesentlich 
weniger Spannung leistete als der friiher fixierte, fiir die Int- 
scheidung der gestellten Frage als ungeeignet ansehen. ‘Trotzdem 
erlaubt uns die Tatsache, daB in allen tibrigen Versuchen in einem 
Zeitraum, in dem die endotherm verlaufende Phosphokreatin- 
synthese stattfindet, gleichzeitig in der Milchséurebildung aus 
Kohlehydrat eine exotherm verlaufende Reaktion sich vollzicht, 
den SchluB, daB diese exotherme Reaktion die Energie fiir die 
endotherme Phosphokreatinsynthese liefert. 

Es bleibt unverstindlich, wie Meyerhof zu der Ansicht 
kommt, daB diese SchluBfolgerung sich lediglich auf Arbciten 


Phosphokreatins 


in | 
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seines Instituts griindet.!) Es ist niemals bestritten worden, daB 
die Exothermie der Phosphokreatinspaltung von Meyerhof und 
Lohmann aufgefunden wurde.*) Und wenn auch von denselben 
Autoren zuerst der Wiederaufbau des Phosphokreatins bei der 
Erschlaffung nachgewiesen wurde, so ist die fermentative Synthese 
von Phosphokreatin am MuskelpreBsaft von muir zuerst beob- 
achtet worden. Auf die an gleicher Stelle ausgesprochene Be- 
merkung Meverhofs, daB er selbst auf den Zusammenhang von 
Phosphokreatinsynthese und nachtrighcher Milchsiiurebildung ge- 
schlossen haben wiirde, wenn er die letztere gekannt hatte, abt 
sich nur erwidern, da doch gerade Meyerhof das Bestehen 
einer solchen Milchsiurebildung noch bis vor wenige Wochen auf 
das Entschiedenste in Abrede gestellt hat, bis jetzt also emen 
solehen SchluB gar micht ziehen konnte. Hatte Meyerhof die 
Tatsache der nachtraglichen Milchsiurebildung schon friiher an- 
erkannt, so wiire eine nochmalige Beschiftigung mit dieser Frage 
iiberhaupt unndétig gewesen. 

Wenn nach den voranstehenden Ausfiihrungen mit grober Wahr- 
<cheinlichkeit) angenommen werden kann, dai Phosphokreatin- 
resvnthese und nachtriigliche Milchsiurebildung in einem inneren 
Zusammenhang stehen, so liegt es ebenso nahe, in der nachtrag- 
lichen Milehsiurebildung auch die Ursache der von Hartree und 
Hill aufgefundenen und. spiterhin mehrfach nachuntersuchten 
anaeroben verzogerten Wirmebildung?) zu sehen, wie dies bereits 
friher von Embden, Hirseh-Kauffmann, Lehnartz und 
Deutieke geschehen ist.) 

Die Frage, ob dieser Teil der Wiirmebildung tiberhaupt eine 
reale Bedeutung hat, ist von Hill zu verschiedenen Zeiten ver- 
<chieden beantwortet worden, doch kann auf eine néhere Dar- 
stellung der Entwicklung dieses Problems verzichtet werden, da 
eine kurzlich von Blasehko im Hillschen Laboratorium vor- 
cenommene Nachuntersuchung ihre Realitiit erwiesen hat.5) Nach 


!) Meverhof, Klin. Wochenschr. 10, 214 (1931). 

2) Dies in der kurzen Mitteilung in der Klin. Wochenschr. zu erwahnen, 
lag kein AnlaB vor. 

5) Hartree u. Hill, J. of Physiol. 56, 367 (1922); 58, 127 (1923); 
Furusawa u. Hartree, J. of Physiol. 62, 203 (1926); Hill, Proc. Roy. 
Soc. B. 108, 171 (1928). 

4) Embden, Hirsch-Kauffmann, Lehnartz u. Deuticke, Diese Z. 
151, 209 (1926). 

°) Blaschko, J. of Physiol. 70, 96 (1930). 
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Blaschko betragt die anaerobe verzégerte Wirmebildung nach 
einem Tetanus etwa 9—10°/, der initialen Wirme und _findet 
etwa 3—4 Minuten nach Abschlu®B der Kontraktion ihr Ende. 
Ihr zeitlicher Verlauf entspricht also durchaus demjenigen der 
nachtrighchen Milchsiurebildung. Auch KE. Fischer hat bei 
semen Untersuchungen eine anaerobe verzégerte Wairmebildung 
beobachtet!) und sie zu der von uns schon liingst als erwiesen an- 
sesehenen nachtriglichen Milchsiurebildung in Beziechung gesetzt. 
DaB die anaerobe verzogerte Wirmebildung in den Versuchen von 
Blasechko meist kleiner ist als die nachtriagliche Milchsiiure- 
bildung und geringere Schwankungen aufweist als diese, ist nicht 
verwunderlich. Gleichzeitig mit der exotherm verlaufenden Milch- 
siurebildung kommt es ja zu der endothermen Phosphokreatin- 
synthese und es ist von vornherein nicht zu wbhersehen, wie grof 
jener Anteil der bei der Milchsiurebildung frei werdenden [nergic 
ist, der zum Phosphokreatinaufbau verbraucht wird, wieviel von 
der Milchséurebildung also noch thermisch in die Erscheiung 
treten kann. 

Die Voraussetzung fiir die Richtigkeit dieser Vorstellungen 
uber den Zusammenhang von Phosphokreatinsynthese, nachtriig- 
licher Milchsiiurebildung und anaerober verzégerter Wirme- 
bildung ist, daB die Phosphokreatinsynthese nicht eine groBere 
Energiezufulr erfordert als die gleichzeitig erfolgende Milchsiure- 
bildung zur Verfiigung stellen kann. Nach Meyerhof wird durch 
die Entstehung von 1g Milchsiiure aus Glykogen eine Wiirme- 
menge von 180 eal und durch die Neutralisation dieser Milch- 
siure eine solehe von etwa 100 cal frei, wahrend der Aufbau 
von 1g Phosphorsiiure zu Phosphokreatin 120 eal erfordert.*) 
Wenn man annimmt, da®B der Muskel nach dem Prinzip einer 
chemodynamischen Maschine arbeitet, so kann die Neutralisations- 
energie der Milchsaiure lediglich als Wirme in die Erschemung 
treten, fiir den Wiederaufbau des Phosphokreatins steht also nur 
die Spaltungsenergie von Glykogen zu Milchsiure zur Verfiigung. 

Mine Energiebilanz kann nur fiir solehe Versuche aufgestellt 
werden, in denen die Spannungsleistung der beiden Muskeln nur 
wenlg voneinander abweicht, in den anderen Fiillen ist es schwer 
zu entscheiden, in welcher Weise eine dureh Mehr- oder Minder- 
leistung an Spannung verschiedene Phosphokreatins palt ung 
neben der Resynthese in dem gefundenen Phosphokreatinwert 


1) kK. Fischer, Pfliigers Arch. 219, 514 (1928). 
*) Meyerhof, Die chemischen Vorgange im Muskel., S. 221. 
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zum Ausdruck kommt. Die Versuche, in denen die Spannungs- 
leistungen der beiden Muskeln annahernd gleich waren, sind in der 
foleenden Tabelle zusammengestellt und dabei die Warmemenge 
(berechnet auf 100 g Muskulatur) angegeben, die die nachtraglich 
eebildete Milchséiure bei ihrer Entstehung aus Glykogen lhefert 
sowle diejenige, welche die gleichzeitig erfolgende Phosphokreatin- 
synthese erfordert. 





er Phosphokreatin Milchsaure 
ersucn 
cal cal 
18 4,2 4,0 
21 2,4 3,2 
23 0,7 5,8 
24 4,6 2.9 
20 2,5 3,8 
28 7,7 6,3 
29 1,8 4,1 








In einem Versuch sind die berechneten Warmetonungen 
nahezu gleich, in zwei anderen Versuchen ist der Energiebedart 
der Phosphokreatinsynthese gréBer als die durch die Milchsiure- 
bildung freiwerdende Spaltungswirme. In den wbrigen Ver- 
suchen ist dagegen die Spaltungswirme wesentlich groBer als fiir 
die Phosphokreatinsynthese erforderlich wire. 

Die lier vorgeschlagene Deutung der verzogerten anaeroben 
Wiirmebildung diirfte ibrigens nur fiir den normalen Muskel zu- 
treifen, da i. Fischer kiirzlich gezeigt hat, da auch der mit Brom- 
essigsiiure vergiftete Muskel, in dem keine Milchséurebildung mehr 
erfolet, eime anaerobe verzogerte Wirmebildung von abhnlicher 
Grobenordnung wie der normale aufweist.') 


2. Die nachtragliche Milchsaurebildung bei Einzelreizung. 


Wenn, wie im vorigen Abschnitt endgiiltig bewiesen ist, beim 
Tetanus eine erhebliche Nachbildung von Milchsiiure iiber die 
Kontraktion hinaus erfolgt, so ist es naheliegend, auch fiir die 
Minzelzuckung eine Fortdauer der Milchsiurebildung uber den 
Ikontraktionsaugenblick hinaus zu vermuten und tatsachlich ist 
auch bereits friher die nachtragliche Milchsiiurebildung bei Kinzel- 
reizung erwiesen worden. Die ersten Versuche dieser Art, in 
denen beide Muskeln mit der gleichen Zahl von Reizen, aber in 


1) ff. Fischer, Pfligers. Arch, 226, 500 (1931). 
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verschiedenem Tempo gereizt wurden, sind bisher nicht ausfuhr- 
lich ver6ffentlicht worden. Sie waren in ihrer Anlage nicht ganz 
iibersichtlich und hatten, wohl weil die Arbeitsleistungen der 
beiden Muskeln nicht bestimmt wurde, kein ganz einheitliches 
Ergebnis.!) 

Nachdem gerade die Reizung in verschiedenem ‘T’empo sich als 
Methode zur Erkennung des zeitlichen Verlaufes der mit der Muskel- 
kontraktion verbundenen chemischen Prozesse neuerlich im hiesigen 
Institut vielfach bewiihrt hat*), lag es nahe, derartige  ,,'lempo- 
versuche’* zur Entscheidung des zeitlichen Verlaufes der Mileh- 
siurebildung heranzuziehen. In solehen Tempoversuchen konnte 
sezelgt werden, daB bei Verkiirzung der Pausen zwischen den 
einzelnen Zuckungen eine deutliche Ammoniakbildung nachweils- 
bar ist, welche bei Einhaltung laingerer Pausen vollig ausbleibt. 
Hlieraus wurde geschlossen, dai das Ammoniak wahrend der 
Zuckungen gebildet und wahrend der Zuckungspausen wieder 
zum Verschwinden gebracht wird. Im Gegensatz dazu mute ein 
Vorgang, der die Zuckung wbherdauert, also in den Zuckungspausen 
fortschreitet, bei Einhaltung lingerer Pausen stirker in die ['r- 
scheinung treten als bei rascherem Reiztempo. Daf die Milchsiiurc- 
bildung tatséchlich ein solcher Vorgang ist, geht aus den im nach- 
folgenden beschriebenen Untersuchungen hervor. 

Vor kurzem haben auch Smith und Visscher’) Versueli 
mitgeteilt, in denen bei gleicher Reizzahl Reizung mit 6 Schligen 
pro Sekunde wesentlich weniger Milchsiiure bildet als Reizuny 
mit 1 Reiz pro Sekunde. Da sich aber in diesen Versuchen bei 
rascher Reizung ein partieller Tetanus ausbildete, sind die Ver- 
suchsbedingungen nicht ganz wbersichtlich. Jedenfalls glauben 
wir nicht, da die Untersuchungen der genannten Autoren, cic 
ibrigens aus ilmen auch nicht auf eine nachtriigliche Milchsiure- 
bildung schheBen, geeignet sind, uber den zeitlichen Verlauf der 
Milchséurebildung bei der Zuckung zu entscheiden. 

Kbenso wie bei den im ersten Absehnitt geschilderten Ver- 
suchen mit tetanischer Reizung, wurde auch in den Versuchen 
mit Einzelreizung die Spannungsleistung auf die am Versuchs- 


1) Embden, Handbuch d. normalen u. pathol. Physiol. VIIL 1, 404 
(1925). 

2) Embden, Carstensen u. Schumacher, Diese Z. 179, 186 (1928). 
M. Lehnartz, ebenda 184, 183 (1929). 

5) Visscher, Americ. J. of Physiol. 98, 696 (1980); Visscher u. Smith, 
ebenda 95, 121 (1930). 





Tabelle V. 


Kontrollversuche bei Einzelreizung. 























I 2 3 | 4 | 38 6 | 7 | 8 9 | 10 11 | 12 | 18 | 14 | 15 
a ane i > a 
Muskel I Muskel II o 
Tay = Y ye aa = 8 
Fens.-Be. Froschart a o | 2 | S 2 | 9 © Aa» 
(Protokoll) und = S = Gewicht a S a z 3 | “= S | Gewicht = = | B | m 3 = Ss 
g@es\ ¢ |22| 2 (283) , /882) & .25| 2 (428, 185 
Datum -sendung | § a3 2 3 Bp kK | 8 wall Sx 2 |2. K |S « 
: 2s = | Linge a = = * | 58 &| Linge ao Ss |S * @ = 
* 1930 _s em | ae cm | © 
7 vo al i kg +. mg | slic kw | ™% mg a 
3 m.. : 
5 | i | 
"o 65 = (68) Temp. 123 0,570 = ci: | nae P 119 | 0,565 ia 1 cin 4 - i 
= 8. 10. 22, 9, 40) 3.5 14,7 0,233 | 1,53 39 40 | 3,5 15,3 0,260 147 36 8,3 
66 (69) i 104 0,524 = ” . | we e Oe | eee | a. i ; " 
8. 10. desgl. 34 3.8 | 17,2 0,169 OSS ¢5 34. 38 17,3 | 0,172 | 0,90 74 1,4 
67 (70) ae aa 136 0,495 - 909 er) ry) 116 0,480 4 > > oye I< - 
Ss, 10. de sgl. 68 8.5 14,5 0,262 122 42 68 3,5 17,6 0.28S 1,36 45 i,l 
6S (71) Esculenta 130 0,720 i one 0% . 110 0,710 r oR 20 . 
9. 10. 8. 10. 68 4,0 15,9 0,206 | 1,39 | £6 68 | 3,8 15,9 | 0,196 | 1,82 | £6 | 0 
69 (72) ; 114. 0,615 ° . 2 reo | 114 | 0,600 ; | ro? 2 
9. 10. de scl, 25 3,95 14,7 0.183 1,13 or 25 3,95 15.9 0,189 1,14 Vo 2.8 
_ © (73) _ 105 0,730 ‘ , ~ , 105 | 0,680 7 a : 4 
- 9. 10. desl. 19 4.0 ye BR 0.190 1.39 oO 19 28 iD.2 0.145 1.19 50 0 
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ende in den Muskeln vorhandene Milchsiiuremenge bezogen, also 
auch hier die lediglich Vergleichszweecken dienenden Ioeffizienten 
f. eX 

Milchsauregehalt 
bestimmt. 

Zuniichst war auch fiir die Einzelreizung erneut zu zeigen), 
dai gleichartige Reizung beider Muskeln zu gleichen Milchsiure- 
werten bzw. zu cleichen Milchsiiurekoeffizienten fiihrt. Bei diesen 
Kontrollversuchen und ebenso bei den eigentlichen ‘Tempo- 
versuchen hingen die Muskeln in einer Stickstoffatmosphiire in 
Kopyvloffschen GefiBen. Bei den Tempoversuchen wurde zuerst 
der eine Muskel in langsamem Tempo gereizt und dann in flissige 














4 . 
Versuch Nr 88. 44 A% 30 
ITITITIITITIMTTTTITT ITT TT IT TT THTiTlhTTitThinhtinn ity) y TTT] | . 
AMAT HTT HTT 
MT HEDUOUOOOTNUORDAD \ | Lid] Wadd 
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ee en - - 3304 
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—-— = anne $S0¢ 
lig. 2, 


Luft versenkt, erst dann erfolete die Reizung des anderen Muskels 
in raschem Tempo. Eine etwaige anaerobe Milchsiiurebildung im 
tuhemuskel mu bei diesem Vorgehen im Sinne einer Vermehrung 
der Milchsiiure im rasch gereizten Muskel in die Krscheimune treten. 
Wenn die Spannungsleistung der einzelnen Zuckungen wesentlich 
voneinander verschieden war oder gegen SchluB der Reizune 
stiirkere Ermiidung eintrat, wurden die Muskeln nicht weiter ver- 
arbeitet. Kleinere Differenzen in den Zuckungshdhen wurden 
durch Vermehrung oder Verminderung der Zuckungszahl des an 
zweiter Stelle gereizten Muskels annihernd ausgeglichen. Doch 
war dies nur relativ selten noétig. Im allgememen waren die 
Zuckungshohen zueinander gehoriger Muskeln, wie dies z. B. der in 
Fie, 2 wiedergegebene Versuch zeigt, von sehr ailnlicher Grobe. 

In Tab. Vo sind 5 Kontrollversuche zusammengestellt, aus 
denen hervorgeht, daB die Iv¥-Werte der Muskeln gleichartig ge- 
reizter Paare nur unwesentlich voneinander abweichen. Die grote 

1) Embden, Lehnartz u. Hentschel, Diese Z. 165, 255 (1927); 
Kmbden u. Lehnartz, ebenda 176, 231 (1928). 
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Tabeile | 


Milchséurebildung beim 

















1 2 3 | 4 | 5 6 ri 4 9 | 10 
Schnelle Reizung 
Vers.-Nr. wt ee 
Froschart ™ KD &D 5 , 
(Protokoll) aut x | = 2 | Ge ™ Z E | % % = | 
Ne Ng sange| g .@ "> © oO 4 
Datum -sendung |-S 6 = & | wicht ° 5 2 oe = 3 K 
mo) me a) a 2 
1930 7 me | em kg "lo mg 
Z Heel —. 55 0 (Od110s«485(s3S| «85 | 0115 | 0,585 52 
=.) | 4 
aes degl. | 71 85 410 3,20 | 75 | 0132/0541 44 
> re 
oo 3 desgl. | 56 100 390 320 | 8,0 | 0,079 | 0308 83 
G400«(57 Eseulenta , in “% e . eas ty 
; he scene 1 G0 85700 3,90 | 8,7 | 0,054 | 0,895 87 
- ey desgl. 64 102 | 570 3,55 | 11,1 | 0,119 | 0,655 GO 
6 er desgl. | 80 100 | 770 3,70 | 15,5 | 0179] 1,290 45 
v4 es desgl. 74 +136 | 850 4,20 | 17,6 | 0,195 | 1,660 45 
(8 (61) desgl. 63 100 | 730 4,10 | 17,2 | 0,144 | 1,050 G7 
- ran desgl, 54 97 | 760 4,00 | 10,7 | 0,168] 1,280 33 
or desgl. | 78 110 | 575 3,70 | 8,2 | 0,166] 0817 37 
| 
, : | ‘ 
SI ae desgl. | 69 120 | 575 3,80 | 13,2 | 0214] 1,230 41 
: 
S2 (65) lesgl 84 100 | 475 350 | 80 | 0,173] 0,820 34 
6. 10 aese ° ¢ (ov 0,0 | ) gf be = e 
a he descl. | 80 100 | 500 | 3,60 | 11,2 | 0,189] 1099 37 
S4 (74 Eseulenta " | 2 Py rs 
9. 10. 8. 10. Oe | Oe | Ae ee ee ee 
|< iy a Ta arie | 
ae Pemporarie} ¢g gg | 435 | 8,60 | 10,6 | 0,143 | 0,622 61 








56 (120) 7 Becuentn 1 56 101 [1200 | 4,80 | 23,0 | 0,169 | 2.030 55 
Y. 12. 3. 1d. 
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s]le | VI. 

















eim Jempoversuch, 
wld] u ow | as [| uw ] as | aw | at as | 1 
’ : Langsame Reizung 2 np 
- Sel | Be Seal 
a8 48) a | 122) 2 | #3 Ss 
Kk | s . 8 g, wicht a ae e = 4 7 2 5 : 
om mes M2 a a 45 S's 
| - mg em kg i? mg oe 
52 19 105 475 3.50 825 O012 0,531 oA 4 
14 16 85 425 3.30 6,0 0123 0,524 3S 16 
$3 17 100 400 3,20 8,2 015% 0,650 4°? 102 
B97 15 122 650 8,95 6,0 0,069 0,449 53 60 
00 1h 100 90 3,60 | 10,6 0,154 | 0,790 4S 25 
15 16 100 770 3,90 1544 0,183 1280 47 4 
LS 1 100 860 4,00 | 18,6 0,196 1,690 | 44 2 
> if 100 730 «4,10 | 16,7 0,206 | 1,500 | 46 42 
| | | 

3 17 110 140-385 | 100 §©= 0.256 | «1,900 20 65 
7 11 101 610 3.60 | 8,0 0,196 | 1,117 2G 42 
7 15 103 555 8,80 | 13,1 0213 1,180 9 #2 2 
4 16 100 500 ~— 3,40 6,6 0,201 1,010 Be 55 
wi 15 100 575 3,60 | 11,2 0,216 | 1,210 | 3 2 16 
3 i9 | 111 650 $90 | 12,4 0,139 0904 | 53 19 
| 20 108 420 3,60 | 11,3 0,211 | 0,887 | 46 33 
5 18 99 1040 4,80 23,2 0,241 | 2,510 | 44 25 
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Tabelle 





vi | 








1 2 3 4 5 6 | 7 8 9 


10 





Schnelle Reizung 


Vers.-Nr. ; t “ ” 
Froschart * Re ap = a 
, = -—t os om Ay = =| ‘ e S 
(Protokoll) und 5 Gn) Ge- 2 v4 . i 
NA NG Linge s2/ $ om 
Datum d N N e's my — 
-sendung |[-= 6 | «= &  wicht 2 2 So a 

os rob) 4 — — 

1930 Si mg cm mi; %, mg 


S@ (121) | Esculenta | 4, = 94 = 1490 | 5.30 29,9 | 0,110 1,640 
nei. | 7. 12. | i 
SS (122) 

11. 12. 


$9 (123 Esculenta | | | ‘ 
ee eto | 50 | 100 | 1080 | 4,80 | 16,1 | 0,110 1,200 


desgl. 50 = 98 = 1270 | 4,90 «20,5 | 0,116 = 1,470 | 


(124) 


gern desgl. 50 51 | 1120 5,10 9,8 0,076 0,850 








OL (125 | ; : a 
hy 4 desgl. 60 100 900 4,40 14,5 0,074 0,666 

qy> 2G 

- hinges desgl. 60 99 1400 5,00 15,1 | 0,079 1,107 


hbeobachtete Differenz zweier zusammengehoriger Werte betrug 
8%). Diese Abweichung ist in den ‘T’empoversuchen als Fehler- 
gvrenze angenommen. 

Die Tab. VI enthalt die Ergebnisse der 22 Hauptversuche 
dieser Reihe. Die Reizung in raschem ‘l'empo erfolgte mit Reiz- 
frequenzen von 50—90 Reizen pro Minute, die langsame mit 4 bis 
20 Reizen pro Minute. Die Differenzen der Koeffizienten Ix legen 
in diesen 22 Versuchen 4mal innerhalb der durch den maxi- 
malen Fehler der Kontrollversuche gezogenen Grenze, dabei ist 


Samal der /v-Wert des langsamer gereizten Muskels — und zwar 
um 2 bzw. 4°/, — groBer als der des rasch gereizten. In dem 


vierten dieser Versuche ist der Koeffizient bei langsamer Reizung 
unwesentlich kleiner als bei rascher Reizung. In saimtlichen 
anderen Versuchen ist dagegen die Differenz der A-Werte zu- 
ungunsten des langsam gereizten Muskels weit auBerhalb der 
Kehlergrenze gelegen. Nach den oben gemachten Ausfihrungen 
und auf Grund des Ergebnisses der Kontrollversuche der Tab. V 
ist ein solches Ergebnis nur dann verstiindlich, wenn im lang- 


> 
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(Fortsetzung). 
il 12 | 13 | 14 | 15 16 17 18 19 
Langsame Reizung com 
; f 0 bp 2 Sy locas 
— = @ = 3x8 a. = = 
a = “a = Ge- = =) oe nS o”” & 
Ne N 3 Liinge nD cs 2 . eo 
Bo | 3 & | wicht 8’ ] as = =3 A 1é5§ 6 
| mg em kg "le Ing <q 
17 | 102 1540 5,30 32,8 0,144 | 2,22 v9 23 
10 | 101 1240 4,80 20,7 0,13 1,610 G1 13 
10 | 102 1050 4,80 15,5 0,120 = -1,260 59 10 
17 51 1110 4,90 9,2 0,081 0,900 52 13 
4 102 | 60 4,60 13,3 0,103 0,886 69 39 
| 
4 | 101 | 1420 4,90 14,4 0,0S4 1,192 59 17 
} 








samer gereizten Muskel die Milchsiurebildung nicht im Augen- 
bhick der Erschlaffung des Muskels aufhort, sondern wenn. sie 
auch in den Pausen zwischen den Kontraktionen noch fortdauert. 

Auch bei der Einzelreizung ist also die Milchsiurebildung 
gzeitheh micht an die Kontraktion gebunden. Diese Tatsache 
miissen wir auch gegeniiber den entgegenstehenden neueren Be- 
funden Meyerhofs als endgiiltig erwiesen ansehen. 

Dagegen ist es uns nicht méglich gewesen, auch bei der Minzel- 
zuckung einen Zusammenhang zwischen nachtraglicher Milchsiiure- 
bildung und Phosphokreatinresynthese festzustellen. Wie Tab. VII 
zeigt, ist in den Versuchen 86—92, fiir die die Ergebnisse der 
Milchsiiurebestimmungen unter den gleichen Versuchsnummern 
schon in ‘Tab. VI mutgeteilt sind, der Phosphokreatingehalt im 
langsamer cereizten Muskel, von zwei Ausnalinen abgesehen, 
stets medriger als im rasch gereizten Muskel. Dabet ist in diesen 
zwel Fiillen der Mehrgehalt an Phosphokreatin im Jangsamer ve- 
reizten Muskel sicherlich kaum auBerhalb der Fehlergrenze der 
Versuchsanordnung gelegen. In den wbrigen Versuchen der Tab. VII 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCVII. b 
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Tabelle VII. 
Phosphokreatinspaltung beim Tempoversuch. 
2 3 4 | 5 6 7 | 8 
re Muskel I Muskel II ihe. aie 
= Spannungs- seat Spannungs: ne cage 
= | leistung Kk aang leistung Kk a? kreatin ‘i i: 
: ' H, PO, H,P0, - 
a kg "/ kg | "lo lo 
86 23,0 55 0,02% 23,2 44 0,026 —10 
87 29,9 97 0,058 32,8 79 0,056 — 4 
88 20,5 69 0,032 20,7 61 0,025 22 
$9 16,1 65 0,087 15,5 59 0,056 -— 2 
40 9,8 59 0,070 9,2 52 0,076 + 9 
91 14,5 96 0,066 13,3 69 0,053 — 20 
92 15,1 69 0,043 14,4 59 (0,047 +10 








ist der Phosphokreatingehalt im langsamer gereizten Muskel kleiner 
als im rasch gereizten. 

Dieser Befund steht 1m volligen Gegensatz zu den Krgeb- 
nissen, die bei tetanischer Reizung erhalten wurden. Bei Einzel- 
reizung mit 100 Schliigen ist eme Resynthese von Phosphokreatin 
trotz gleichzeitiger erheblicher nachtraéglicher Milchsiurebildung 
nicht feststellbar. 

Dieser Widerspruch zwischen den Befunden bei tetanischer 
und bei Einzelreizung ist aber wohl nur ein scheinbarer; denn 
nach Nachmannsohn nimmt bei tetanischer Reizung mit der 
Zahl der Reize die anaerobe Reversion der Phosphokreatinspaltung 
imehr und mehr ab, so daB sie nach 5—6 T'etani von kurzer Dauer 
bereits vollig erloschen ist.) Mdédglicherweise gilt ein ahnliches 





Verhalten auch fiir die Einzelreizung. Vielleicht ist auch hier 


unter anaeroben Bedingungen die Resynthese von Phosphokreatin 
nur fir eme begrenzte Zahl von Reizen moéglich, wihrend nach 
einer groBeren Reizzahl die enge Verbindung zwischen den energie- 
liefernden und den energiebindenden Prozessen in der anaeroben 
Krholung immer lockerer wird und schheblich eine Erholung nur 
noch unter aeroben Bedingungen moglich ist. 


') Nachmannsohn, Biochem. Z. 196, 73 (1928). 
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Auch durch Ermittlung des isometrischen Ioeffizienten der 
Milchsiure fir Ein zelreizung 
K ke Spannung * em Muskellinge 


> mg vebildeter Milchsaure 


liBt sich erweisen, daB die Milehsiiurebildung bei langsamer 
teizung grober ist als bei rascher Reizung. Die Bestimmung des 
isometrischen Koeffizienten wurde in 14 Versuchen bei langsamer 
Reizfrequenz (10—17 Reize pro Minute), in) 16 Versuchen bei 
rascher Reizung (50—90 Reize pro Minute) vorgenommen. Vor 
Milchsiiuregehalt des gereizten’) Muskels wurde der Milchsiiure- 
ruhewert des Muskels der anderen Seite in Abzug gebracht. Auch 
der) Ruhemuskel wurde in gleicher Weise wie der zu reizende 
Muskel priipariert und an Elektroden in emer Stickstoffatimo- 


60 ie : 90 : 120 
+ fur rasche Reizung 
fur langsame Reizung 


- ‘ 
k Ig. oO. 


sphire aufgehingt. Beide Muskeln wurden nach der Reizung des 
Arbeitsmuskels gleichzeitig in flissige Luft eingetaucht. 

Die Ergebnisse der Versuche mit langsamer Reizung sind in 
Tab. VIIL zusammengestellt. Die gefundenen Iv -Werte legen 
zwischen 45 und 108 und betragen im Durechschnitt 75. Die Ver- 
suche fir rasche Reizung finden sich in Tab. IX. Die Ky -Werte 
dieser Versuchsreihe sechwanken bei einem Mittelwert von $8 
gwischen 61 und 165. Vergleicht man die Mittelwerte der in den 
beiden Versuchsserien gewonnenen WKoeffizienten miteinander, so 
sieht man, daB der Wy -Wert fiir rasche Reizung nicht unwesent- 
lich hoher hegt als der ‘fir langsame Reizung, daB also aus der Be- 
stimmung der /y -Werte das gleiche folgt wie aus der Bestimmuny 
der ’-Werte inn ‘Tempoversuch. Bei der relativ groBen Streuung 
der A -Werte konnte man geneigt sein, diesem Unterschied der 
Mittelwerte keme entscheidende Bedeutung beizulegen. Wenn 
man aber die Streuung in den beiden Versuehsreihen graphisch 
auizeichnet, wie das in Hiv. » ceschehen Ist, so sieht man, dab 


(,* 
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Tabelle VIII. 


Isometrische Koeffizienten bei langsamer Reizung. 





Vers.-Nr. 
(Protokoll) 
Datum 
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ebep «= (24) 
19. 9. 


ae or 
ob we) 


40° (33) 


24. 9 
4100 (34) 
24. 9 
pe (BD) 
> 4. 4) 


4 (47) 


r« 4 
20. 9. 


47) (49) 


29. 9. 


48) (51) 








te 


Froschart 
und 


-sendung 


Temporarie 


o. Be 


desygl. 
desygl. 


desl. 


rye . 
lemporarie 
ee 


desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 


desgl. 


desgl, 





8 


Milch- 
siiure 
im 
Ruhe- 


muskel 


0/ 
0 


0,158 
0,071 
0,035 
0,025 
0,056 
0,070 
0,060 
0,001 
0,064 
0,060 
0,055 
0,026 
0,063 


0.042 





< 


Reizzahl 


13 


14 


16 


14 


15 


io 


10 


11 


e 
re) 


120 | 


120 


120 


120 


120 


140 


130 


124 


131 


-1 
~1 


im ganzen 


| 6 | 7 | 


Arbeitsmuskel 








8 


 ] 

m 
= iin oD bf 
e w 1s § 
e = a 
= i 122 

R 
mg ¢m kg 
318 }29 48 
338 | 3,25 8,7 
395 134 2.6 
410133 9,5 
425 | 3,3 10,8 
495 3.2 11,8 
525 34 | 7,2 
420 3,35 10,3 
415 3,35. 13,0 
440 3,55 14,0 
430 3,60 12,7 
425 340 11,0 
435 | 3,20| 7,4 
865 3,25 a4 





9 


Milchsiiure 


0.212 
0,153 
0,071 
0,111 


0,208 


0,170 
0,171 
0,161 
0,167 
0,156 
0,148 
0,146 


0,144 





10 


Milch- 





| a1 





siiure- 

bildung K.. 

bei der 

Arbeit 
mg 
0,235 | 359 
0,277 | 102 
0,140 | 63 
0,362 $6 
0,646 IO 
0,525 69 
0,551 AS 
0,504 69 
0,403 | 108 
0,471 | 105 
0,520 SZ 
0,519 az 
0,352 OF 
0,372 62 

Durchsehnitt: ¢5 
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Tabelle IX. 


Isometrische Koeffizienten bei rascher Reizung. 





Vers.-Nr. 
(Protokoll) 


Datum 


1930 
i) (21) 
rn (22 
bl (23) 


a2 (26) 


bt (32 





) 
~ 


Froscbart 
und 


-sendung 


‘emporarie 
9. 9. 


22. 9. 


desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 


desgl. 





3 


Mileh- 
siiure 
im 
Ruhe- 


muskel 


"Lo 
0,070 
0,042 
0,040 
0,095 
0,098 
(0,040 
0,028 
0,025 
0,018 
0,092 
0,044 
0,0S4 
0,078 
0,022 
0,033 


0,035 


7 : 


Reizzahl 
pro Min. 


+1 
ne 


71 


73 





Reizzahl 
im ganzen 


6 


- 
‘ 


Arbeitsmuskel 


Gewicht 


ecm 


Spannungs- 


leistung 


—_— 
eo 
's 


Milchsiiure 


_s 


0,150 
0,176 
0,194 
0,167 
0,175 
0,148 
0,169 
0.157 
0,140 
0.215 
0.207 
O,17¢ 

0,157 
0,177 
0,095 


0,172 











10 1] 

Milch- 

siiure- 

bildung K. 

bei der 

Arbeit 
my 

0,320 $9 
0,463 SS 
0,477 62 
0,288 SO 
0,339 73 
0,374 IS 
0,639 Sf 
0,741 S6 
0,744 io 
0,549 Ty | 
0,478 GS 
0,461 122 
0,221 115 
0,653 ta 
0,356 1665 
0,458 65 

Durchschnitt: SS 
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die errechneten Mittelwerte doch eien realen Sinn haben miissen. 
Wie die Figur deutlich zeigt, ist bei rascher Reizung die Hiufung 
der Werte am groBten zwischen 60 und 95, bei langsamer Reizung 
dagegen zwischen 55 und 70. 


Auch von anderer Seite vorgenommene Bestimmungen der isometrischen 
loeffizienten der Milchsiure oder anderer Koeffizienten, aus denen sich die 
Vilchsaurekoeffizienten errechnen lassen, zeigen ahniliche Streuungen. Be- 
stimmunyen des isometrischen Koeffizienten der Milchsiure sind bisher im 
wesentlichen von Meyerhof und seinen Mitarbeitern vorgenommen worden 
und zwar fast ausschlieBlich am Gastrocnemius. Lediglich in einer Arbeit 
von Matsuoka liegt eine gréBere Reihe von Bestimmungen des Koeffizienten 
fur den Sartorius vor. Die am Gastrocnemius erhaltenen Werte miissen wegen 
des schrigen Faserverlaufes in diesem Muskel auf seine durchschnittliche 
Faserlinge bezogen werden und deshalb nach Meyerhof?!) mit einem Faktor 
von 0,69, nach Hill mit einem solchen von 0,63 multipliziert werden.?) Um 
einen besseren Vergleich der von uns gefundenen Werte mit den bisher in der 
Literatur vorliegenden zu erméglichen, haben wir diese in der Tab. X zu- 
sammengestellt. Dabei sind die A,,-Werte fiir den Gastrocnemius durch 
Multiplikation mit 0,69 auf Muskeln mit parallelem Faserverlauf reduziert 
worden, Sie werden dadurch mit den entsprechenden Werten fiir den Semi- 
membranosus und Sartorius unmittelbar vergleichbar. 

Vergleicht man die in dieser Tabelle enthaltenen Werte mit den in der 
vorliegenden Untersuchung gefundenen, so ist mit Ausnahme der Bestim- 
mungen von Matsuoka die Streuung in den einzelnen Versuchsreihen wesent- 
lich geringer als in den Versuchen der vorliegenden Arbeit. Betrachtet man 
jedoch die siimtlichen von verschiedenen Autoren im Meyerhofschen Labora- 


torium gefundenen A,,-Werte zusammen, so zeigen diese — auch ohne dic 
Werte von Matsuoka — eine nicht geringere Streuung (72—130) als unsere 


eigenen. 

Andere Untersucher haben Koeffizienten bestimmt, in denen entweder 
Wirmebildung oder Sauerstoffverbrauch zur Spannungsentwickelung in Be- 
zichung gesetzt wurden. Da sowohl Sauerstoffverbrauch als auch Warme- 
bildung zur Milchsiurebildung in einem bestimmten Verhaltnis stehen, kann 
man aus den beobachteten Wirme- bzw. Sauerstoffkoeffizienten die ent- 
sprechenden isometrischen Koeffizienten der Milchsiure berechnen.*) In 
‘Tab. XI sind eine Reihe der in der Literatur niedergelegten Warme- bzw. 
Sauerstoffkoeffizienten zusammengestellt und aus ihnen die K,,-Werte be- 
rechnet worden. Diese Zusammenstellung zeigt, da auch bei der experimen- 
tellen Bestimmung von Koeffizienten, denen prinzipiell die gleiche Bedeutung 
zukommt wie den Milchsaiurekoeffizienten, Schwankungen von ahnlichem 
Umfange auftreten wie bei den hier mitgeteilten Werten von K,,. Wenn man 
beriicksichtigt, daB die Bestimmung der Koeffizienten der Warmebildung 
und des Sauerstoffverbrauches mit wesentlich gréBerer Genauigkeit méglich 


1) Meverhof, Die chemischen Vorgainge im Muskel, 8. 233. 

2) Hill, Proce. Rov. Soc. B. 103, 163 (1928). 

*) Hill, Proc. Roy. Soe. B. 108, 163 (1928); E. Fischer, Americ. 
J. of Physiology 96, 78 (1931). 
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Tabelle X. 














;.. 2 iz. 4 h 
Zahl Am 
Autoren der icin. | Sibiae: Muskel 
Versuche kungen wert 

Meyerhof ') 2 98 —99 9s Grastroen, 
Meyerhof u. Schulz?) 10 72—115 9S e 
Meyerhof u. Lohmann *) 8 85—103 | 97 ~ 
Nachmannsohn ‘*) 3 111—130 121 - 

Matsuoka‘) 18 69—165 105 Sartorius 

Meyerhof*) 1 78 78 Semimembr. 


Tabelle XI. 























1 | 2 ; es 4 | 5 
, Zahl Daraus 
Bestimmte , wnarge 
Autoren GroBe der K berechnet 
Versuche Re 
_— Wiirme 
Hill’) scsi . 33 0,169—0,320 | 51-97 
Spannung xX Linge 
; Spannung x Linge 
Hills) 42? 5 = 24 4,34—8,30 7I—135 
Wiairme 
, Wiirme 
Fischer’) | ~——-— sia 42 0,150—0,345 | 47—103 
Spannung xX Linge 
‘ Wiirme 
Fischer) | ———— 23 0,079—0,323 | 50-206 
Spannung x Linge 
R 0, 
Fischer!) | .— earn 16 1,98—4,16 S1-170 
Spannung x Linge 





') Pfliigers Arch. 191, 136 (1921), sowie Die chemischen Vorgiinge im 


Muskel S. 234. 


®) Pfliigers Arch. 217, 547 (1927). 

8) Biochem. Z. 168, 123 (1926). 

*) Biochem. Z. 215, 262 (1929). 

5) Pfliigers Arch. 202, 573 (1924). 

6) Pfliigers Arch. 191, 142 (1921). 

”) J. of Physiol. 60, 237 (1925). 

8) Proc. Roy. Soc. B. 105, 163 (1928). 
*) Pfliigers Arch. 219, 514 (1928). 

1°) Pfliigers Arch. 226, 500 (1931). 

1) Amer. J. of Physiol. 96, 78 (1931). 








S8 Kk. Lehnartz, 


ist als dic der A, -Werte, weil jene Koeffizienten direkt aus den an cinem 
bestimmten Muskel gefundenen Analysenergebnissen berechnet werden kénnen 
und nicht ein an cinem Kontrollmuskel gewonnener Ruhewert zugrunde gelegt 
werden muB, so glauben wir uns berechtigt, auch dic beobachteten Schwan- 
kungen der isometrischen Koeffizienten als real ansehen zu durfen. 

Somit’ fulbrt auch die Bestimmune der isometrisehen oeffi- 
zienten der Milchsiurebildung ber Einzelreizunge zu dem gleichen 
Schlub, zu dem bereits die Tempoversuche und die Versuche mit 
tetamischer Reizune gefihrt hatten, da’ niimlich die Bildung der 
Milchsiure nicht auf die Dauer der IWontraktion beschriankt ist, 
sondern auch noch nach Aufhoren des Ikontraktionszustandes 
ihren Fortgane nimunt. 


Die Iner gegebene Bestitigune unserer friiheren experimen- 
tellen Befunde iiber den zeitlichen Verlauf der Milchsaéurebildung 
her der Muskeltatigkeit erlaubt es, auch die SchluBfolgerungen aus 
den fritheren Versuchen als richtig anzusehen. Im = normalen 
Muskel kann die Milchsiiurebildung schon deswegen nicht als aus- 
reichende Quelle der im Kontraktionsaugenblick in Form = von 
Arbeit und Wiirme freiwerdenden Energie betrachtet werden, weil 
sie zu emem oft schr betrachthehen Teil nicht wihrend der 
Arbeitsleistung, sondern erst nachtriglich erfolgt. 

Meverhof hat bisher nur die Beweiskraft der von uns aus- 
cefiihrten Versuche mit tetanischer Reizung anerkannt, nachdem 
er noch vor kurzem den Standpunkt vertreten hatte, da®B~ im 
Gegensatz zu den aeroben die anaeroben energielefernden Pro- 
zesse zeitlich an die Zuckung gebunden sind.?) 

Wirde Meverhof zu dieser Bestiitigung der im Inesigen 
Institut erhaltenen Befunde tiber den zeitlichen Verlauf der Mileh- 
siurebildung schon friher gelangt sein, so hatte die Milchséiure- 
theorie der Muskelkontraktion von ihren Autoren schon. lingst 
aufgegeben werden miussen. So hat erst die grundlegende Fest- 
stellung von Lundsgaard, daB Muskeln nach Vergiftung mit 
Halogenessigsiiure ohne jede Milchsiurebildung Arbeit zu leisten 
vermogen, dem  WKampfe um die Milchsiuretheorie ein [nde 
cemacht. 

Zusammenfassung. 

I. Es wird vezeiet, daB bei tetanischer Reizung unter streng 
vergleichbaren Bedingungen die gesteigerte Milechséiurebildung den 
Tetanus lingere Zeit tiberdauert. 


1) Meyerhof, Naturw. 18, 787 (1930). 
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2. Gleichzeitig mit dieser verzogerten Milchsiurebildung nach 
einem Tetanus findet ein Wiederaufbau eines Teles des wiihrend 
der tetanischen Reizung gespaltenen Phosphokreatins statt. 

3. Auch fiir die Zackung he® sich die nachtrighehe Mileh- 
siurebildung im Versuchen erweisen, in denen, wiederum unter 
streng vergleichbaren Bedingungen, die Reizung in verschiedenem 
Tempo erfolgte. Is ergab sich dabei, da ber langsamer Reizung, 
also ber léingerer Dauer der Zueckungspausen, melir Milchsiiure ge- 
bildet wird, em Verhalten, das im Gegensatz zu jonem des Ammo- 
miaks unter gleichartigen Versuchsbedingungen steht. 

4. Die Fortdauer der Milchsiurebildung uber die Zuckuny 
hinaus wurde auch in Versuchen, in denen die isometrischen 
Koeffizienten der Milchsiurebildung bei rascher und bei lang- 
samer Reizung bestimmt wurden, festgestellt. 

5. Im Gegensatz zu den Versuchen mit tetanischer Reizuny 
konnte nach Kinzelreizung eine wiihrend der Pausen erfolgende 
tesynthese des Phosphokreatins bisher nicht festgestellt werden. 


Somit erscheint sowohl fiir den Tetanus wie fiir die Zuckunyg 
die nachtragliche Milchsiéiurebildung als endgiiltig erwiesen. 
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Uber die Umwandlung von Fett in Kohlehydrat. 


Von 


Hans Jost. 


Mit 6 Figuren im Text. 


I. Mitteilung. 
Uber die Phosphatide als Vorstufen der Fettoxydation. 


(Nach Versuchen an der isolierten Leber.) 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20, Marz 1931.) 


A. Einleitung und Methodisches. 
B. Beziehungen zwischen Fett- und Phosphatidstoffwechsel der Leber. 


>. 
1. Bildung anorganischer Phosphorsiure und Spaltung von Phos- 


phatiden. 
2. Oxydativer Abbau der Phosphatide. 


C. Uber die Bildung von Kohlehydrat in der glykogenfreien Leber. 


A. Die in den letzten Jahrzehnten gewonnenen Erfahrungen 
ther die wechselseitigen Umwandlungen der Nihrstoffe im Tier- 
kérper gehéren heute zu den Grundlagen der Stoffwechsellehre, 
und es wird wohl allgemein anerkannt, daB es sich hierbei um 
Voragiinge von gréBter biologischer Bedeutung handelt. 

Der tierische Organismus sammelt Kohlehydrat- und Eiweib- 
reserven nur in beschrinktem Umfang an. Bei jeder den Bedarf 
itherschieBenden Nahrungsaufnahme werden diese Nihrstoffe in 
ett umgewandelt, das zunichst in den Depots zur Ablagerung 
kommt. So entstehen Reserven an héchstwertigem Brennstoff, 
die bei Nahrungsmangel, bei Hunger und Krankheit als Knergie- 
quelle dienen miissen. Ungeniigende Eiweifzufuhr im besonderen 
wird bis zu einem gewissen Grade dadurch ausgeglichen, dab der 
Organismus die intermediiren Abbauprodukte der N-freien Nahr- 


stoffe zum Aufbau von Aminoséiuren — wenigstens von gewissen 
Aminosiuren — verwerten kann, so daB auch bei EiweiBmangel 


eine Erneuerung von einzelnen spezifischen Zellbausteinen unter 
weitgehender Schonung des Eiweifbestandes méglich ist. Durch 
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die hier hervortretende Fahigkeit des Organismus, einzelne Nihr- 
stoffe je nach Angebot und Bedarf ineinander umzuwandeln, wird 
also eine lebensnotwendige Okonomie des Stoffwechsels erreicht. 

Von allen Nihrstoffen sind die Kohlehydrate fiir die Ver- 
brennungsprozesse nicht nur bevorzugt, sondern bis zu emem be- 
stimmten Grade sogar unbedingt notwendig, da der normale Ab- 
lauf der Oxydationsprozesse in den Zellen der hoheren Tiere an 
die Verbrennung einer gewissen Quote Kohlehydrat gebunden zu 
sein scheint. Die hypoglykiimischen Erschemungen einerseits und 
die acidotischen Zustiinde andererseits zeigen deutheh, dab nur 
her ausreichender Zuckerzufuhr und -verbrennung normale Oxv- 
dationsprozesse moglich sind, die zwar in vielen Organen 
mindestens zum ‘Teil — durch Verbrennung von liweilh oder Fett 
bestritten werden kénnen, aber auch hier in ihrem Umfang und in 
ihrem Verlauf immer noch von der gleichzeitigen Umsetzung einer 
bestimmten Menge Kohlehvdrat abhiingig sein diirften. 

Sicher ist die Muskeltaétigkeit mit Kohlehydratumsatz und 
-verbrauch zwangsliufig verbunden, und auch die neueren [!rfah- 
rungen!) iiber die Verwertbarkeit anderer Nihrstoffe in der Musku- 
latur andern nichts an der Tatsache, daB die unmittelbar energie- 
liefernden Prozesse 1m Muskel mit einem anoxydativen und oxy- 
dativen Kohlehydratabbau gré{ten AusmaBes verkniipft sind. 
Nun zeigt aber auch der kohlehydratarme, reichlich mit lett 
ernihrte Organismus eine fast unverminderte muskuliire Leistungs- 
fihigkeit, die nur erklairbar ist durch eme Neubildung von 
Kohlehydrat aus anderen Niahrstoffen. Das gleiche gilt fiir 
die Krgiinzung des Blutzuckers, der selbst bei langdauerndei: 
Hunger konstant gehalten wird. 

Inwieweit Fett fiir die Neubildung von Kohlehydrat in Bo- 
tracht kommt, ist aber heute noch eine sehr umstrittene Frage.) 
Es wurde uns fast als verwunderlich erschemen, wenn das Fet! 
zur Krgiinzung der Kohlehydratreserven in der Muskulatur und 
zur Bildung des Blutzuckers nicht verwendet werden konnte, 
wenn hierzu statt der Fettreserven die Aufbausubstanz der Zellen 
selbst herangezogen werden miBte. 

Viele Erfahrungen, die am Krankenbett beim Diabetes mel- 
litus des Menschen gesammelt sind, sprechen anscheinend gegen 
die Moglichkeit einer Umwandlung von Fett in Kohlehydrat und 


1) Himwich u. Rose, Amer. J. Physiol. 81, 485 (1927). — Himwich 
u. Castle, Amer. J. 83, 92 (1927). 
2) Lit. vgl. bei Jost: Beitr. i. Hb. norm. u. path. Physiol. 5, 611 (1928). 
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auch unter sonstigen Versuchsbedingungen — z. B. bei der Phlor- 
rhizinglucosurie des Hundes — sind noch nicht absolut sichere 
Beweise dafiir erbracht worden, daB der hohere Organismus den 
eigentlichen Depotbrennstoff, das Fett, zur Bildung von Kohle- 
hyvdrat verwerten kann. Die vielen zur [intscheidung der Frage 
angestellten Untersuchungen zeigen jedenfalls, daB es reeht 
schwierig Ist den Bewets lierfiir am Gesamtorganismus zu liefern.?) 

Man mochte glauben, daB beim Pankreasdiabetes die Ver- 
suchsbedingungen zur Untersuchung des Problems  besonders 
ciinstig sind, weil der neugebildete Zucker nur in vermindertem 
Mabe verbrannt werden kann. In meinen eigenen Untersuchungen 
habe ich aber Anhaltspunkte dafiir gewonnen, dai gerade durch 
diesen Umstand*) die Verhiltnisse komplizierter werden und ich 
habe daher vorliufig auf Versuche an pankreaslosen Hunden 
verzichtet. 

Ber Versuchen am Gesamtorganismus ist eine sichere Deutung 
vielfach deshalb nicht moéglich, weil die Stoffwechselvorginge der 
einzelnen Organe in héchst komplizierter Weise ineinander greifen 
und sich tberlagern. Ich habe deshalb zunichst nur Unter- 
suchungen an der isolierten Leber ausgefiihrt, die ja eine zentrale 
Bedeutung fir den intermediiren Fettstoffwechsel hat. Bei kiinst- 
lichen DurehstrO6mungsversuchen an der Leber ist natiirlich mit 
vielen Unzulinglichkeiten zu rechnen, die durch die véllige Isolie- 
rung des Organs sowie durch die Umschaltung des Leberkreislaufs 


1) Weiterhin diirfen die an keimendem Samen und niederen Tieren 
gewonnenen Untersuchungsergebnisse nur als moégliche Analogien, nicht aber 
als Beweise fiir das Vorhandensein der gleichen Vorginge im héheren Orga- 
nismus angesehen werden. Schwerwiegender sind die Erfahrungen tiber den 
Stoffwechsel der Winterschlifer. Aber die Beweiskraft all dieser Unter- 
suchungen fiir das in Frage stehende Problem wird bestritten. Vgl. bes. Thann- 
hauser, Dtsche klin. Ws. 1927, 1676; vgl. ferner Lusk, Biochem. Z. 156, 334 
(1925); vgl. ferner Jost, a. a. O. Neuere Liter. zu 1) u. 2): Geelmuyden: 
Erg. Physiol. 30, 1 (1930); ferner Macleod, The fuel of life, dtsche Ubers. i. 
Erg. Physiol. 80, 408 (19380). 

2) Es ist m. E. durchaus als méglich anzusehen, daB die Zuckerbildung 
aus Fett durch die mehr oder weniger aufgehobene Zuckerverbrennung beim 
Diabetes mellitus gehemmt wird, sei es, daB eine Umwandlung von Keton- 
kérpern in Zucker [vgl. Geelmuyden, Erg. Physiol. 22, 178ff (1923)] an das 
Auftreten von intermediiren Abbauprodukten des Kohlehydratstoffwechsels 
gebunden ist | vgl. Hb. norm. u. path. Physiol.5, 668; vgl. ferner Henze: Diese Z. 
195, 248 (1931)|} oder daB die Uberschwemmung des Organismus mit Zucker 
die Entstehung von zuckerbildenden Intermediarprodukten des Fettstoffwechsels 
behindert. Uber Versuche an Lebern von pankreaslosen Hunden vgl. 8. 125. 
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bedingt sind und den Stoffwechsel stark beeintriichtigen miissen.?) 
Ks ergibt sich gerade aus dem Folgenden, dab die Versuchs- 
bedingungen zuniichst so eimfach wie modglich gestaltet werden 
miissen, um in die komplexe Natur der ier in Betracht kommenden 
intermediiren Vorgiinge einzudringen, und ich glaube auf Grund 
der in diesem Institut gesammelten Hrfahrungen sagen zu durfen, 
daB die an der kiinstlich durchstrémten isolierten Leber ve- 
wonnenen Ergebnisse wohl in quantitativer Bezichung cin 
unzuliingliches bild) ergeben, dal sie aber in qualitativer 
Hinsicht den tatsiichlichen Vorgingen im Gesamtorganismus ent- 
sprechen. 

Ausschlaggebend fiir die Wahl der genannten’ Versuchs- 
anordnung war letzten Endes die aus fritheren Untersuchungen 
des hiesigen Instituts?) bekannte Tatsache, dal die isohierte 
elykogenfreie Leber bei Durchstrémung mit normalem Blut und 
auch mit emer Suspension gewaschener Blutkorperchen Zucker 
bildet. Die Frage, ob Iner neben der Umwandlung von Milch- 
siiure in Zucker auch eine Zuckerbildung aus Miweifs oder aus Fett 
vorlag, muBte noch geklirt werden. 

Die in der vorliegenden Arbeit ausgefihrten Durchblutungs- 
versuche zeigten, daB die in der glykogenfreien Leber vor- 
herrschende Fettoxydation mit einem Abbau von Phosphatiden 
verbunden ist, und es war zu prifen, ob im diesen Substanzen 
vielleicht die unmittelbare Quelle des in der kohlehydratfreien 
isoherten Leber gebildeten Zuckers zu suchen sci. 

Den ersten Teil der vorlegenden Arbeit bilden also Unter- 
suchungen tiber die Grundfrage, ob die Phosphatide als Zwischen- 
stufen der Fettverbrennung in der Leber anzusehen sind. Im 
zweiten Teil werden Versuche an der glykogenfreien Fettleber 
besprochen, die die Zuckerbildung aus lett und die Bedeutung 
der Phosphatide fiir diese Umwandlung zu erweisen scheinen. 


Methodisches. 


Die hier zu schildernden Versuche wurden an der isolierten kiinstlich 
durchstrémten Leber von mittelgroBen Hunden durchgefiihrt, und zwar ver- 
wendete ich fiir die erste Versuchsserie (Phosphorsiurebilanzversuche) Tiere 


1) Zur Uberpriifung der gewonnenen Ergebnisse sind Versuche am 
Herz-Lungen-Leberpraiparat in Aussicht genommen, bei denen die oben ye- 
machten kritischen Einwande weniger in Betracht kommen. 

*) Embden, Beitr. chem. Physiol. u. Path. 6, 44 (1904); vgl. ferner 
Lattes, Biochem. Z. 20, 215 (1909); Embden, Schmitz u. Wittenberg, 
Diese Z. 88, 210 (1913). 
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im Gewicht von 15—20 kg, fiir die weiteren Versuchsreihen, bei denen auch 
der Gaswechsel der isolierten Leber bestimmt wurde, Hunde im Gewicht von 
12—15 kg. Es wurden Versuche einerseits an normalen, glykogenhaltigen 
Lebern angestellt und andererseits an glykogenfreien fettreichen Lebern von 
Hunden, die 4 Tage lang mit Phlorrhizin vorbehandelt waren. Das Phlor- 
rhizin wurde in Dosen von 0,8—1 g pro die, je nach der GréBe der Tiere und 
der Wirksamkeit des Praparates, in 10 ccm Oliven6l suspendiert subcutan 
verabreicht. Wahrend der Phlorrhizinvorbehandlung hungerten die Tiere und 
erhielten nur Wasser. Fur die Versuche an normalen glykogenhaltigen Lebern 
wurde dic Vorbehandlung variiert, um den [influB8 einer vorangegangenen 
Krnihrung auf den Fettstoffwechsel zu priifen. Meist verwendete ich zu 
diesen Versuchen Lebern von gut ernahrten Hunden, die nur in den letzten 
24 Stunden vor dem Versuch gehungert hatten; in einzelnen Fallen kamen 
auch Tiere zur Verwendung, die bis 3 Stunden vor dem Versuch noch gefiittert 
worden waren. 

Die Versuchstiere wurden mittels einer Schlachthauspistole getétet oder 
bhetaubt und durch Offnung der FemoralgefiBe entblutet. Die Praparation 
der Leber geschah in ahnlicher Weise, wie sie Embden!?) friiher in seinen 
Untersuchungen tiber den Intermediirstoffwechsel vorgenommen hat. 

Zunichst wurden Brust- und Bauchhéhle geéffnet und das Sternum 
mit den anhaftenden Rippenbégen moglichst weit entfernt. Alsdann wurde 
der Diinndarm mit dem Mesenterium nach der linken Seite des Tieres 
herausgehoben und der Magen abgebunden; die Leberarterie und der 
Callengang wurden gemeinsam unterbunden und durchtrennt; die Vena 
cava inferior wurde oberhalb der Nierenvenen fiir sich doppelt unter- 
bunden und zwischen den Ligaturen durchschnitten. Darauf fiihrte ich zu- 
nichst in die Vena cava superior oberhalb des Zwerchfells und zuletzt in die 
Vena portae Glaskaniilen ein, durch die eine Gansefeder moéglichst weit in 
die GefaBe vorgeschoben wurde. Alsdann wurde das Zwerchfell ziemlich nahe 
an der Leber abgetrennt und das Organ herausgehoben; die Federn wurden 
aus den GefiBen herausgezogen, und nach Ausspiilung der Pfortader mit 
einer kleinen Menge erwirmter Ringerl6sung mittels einer tiefeingefiihrten 
(apillarpipette konnte die Leber an den Durchblutungsapparat*) angeschlossen 
werden. Bei der Praparation der Leber legte ich gré8ten Wert darauf, dab 
das Organ vor vorzeitiger Abkithlung geschiitzt wurde und daB die Operation 
in moglichst kurzer Zeit vor sich ging. Die Zeitdauer der vélligen Ausschaltung 
der Leber vom Kreislauf konnte so auf etwa 3—4 Minuten beschrankt werden. 

Der Durchblutungsapparat war im wesentlichen der gleiche, wie ihn 
Embden!) schon frither verwendet hat. Als Durchstrémungsfliissigkeit 
diente in den meisten Versuchen defibriniertes Rinderblut, von dem nach 
cinmaligem Zentrifugieren nur das tiberstehende Serum, etwa die Halfte des 
vesamten Blutvolumens, entfernt und durch Ringerlésung ersetzt wurde. 
Bei Versuchen an der Phlorrhizinfettleber verwendete ich eine Suspension 
von mehrmals in der Zentrifuge gewaschenen Rinderblutkérperchen*) in 

') Beitr. z. Chem. Physiol. u. Path. 1, 310 (1901); 4, 421 (1903); vel. 
ferner Friedmann, Biochem. Z. 27, 87 (1910). 

“) Bei Einschaltung der Leber befand sich die auf 38° erwirmte Durch- 
stromungsfliissigkeit bereits im Apparat; ebenso wurde die Leberkammer 
auf einer Temperatur von 39° gehalten. 

) Baldes u. Silberstein, Diese Z. 100, 34 (1917). 
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zuckerfreier Ringerlésung. Einige Versuche an der glykogenhaltigen Leber 
wurden ebenso oder auch mit ungewaschenem defibrinierten Hundeblut 
ausgefiihrt. 

Leider konnte nur fiir eine geringere Anzahl von Durchblutungen Hunde- 
blut verwendet werden, da hierzu ein zweites groBes Tier als Blutspender 
erforderlich ist. 

Das ungewaschene defibrinierte Rinderblut verursacht leicht Druck- 
steigerungen zu Beginn der Durchblutung, wihrend es andererseits bei Ver- 
wendung von reinen Blutkérperchensuspensionen manchmal zu Drucksteige- 
rungen nach Zusatz von Phosphatidemulsion kommt. Die Drucksteigerungen 
bleiben aus, wenn die Durchstrémungsfliissigkeit noch einen Teil des urspriing- 
lichen Serums enthialt. 

Im Apparat befanden sich vor Beginn des Versuches 2000 cem Durch- 
stromungsfliissigkeit; die ersten 400 com wurden aber nach Durchgang durch 
die Leber an der Vena cava gesondert aufgefangen und verworfen.!) 

Nur solche Versuche wurden weiter verarbeitet, in denen der Blutdruck*) 
im zufiihrenden GefaéB bei hoher Durchstr6mungsveschwindigkeit sehr niedriy 
blieb und auch nach Phosphatidzugabe eine nur unwesentliche Drucksteigerung 
erfolgte. 

Die Wasserstoffionenkonzentration in der Durchstrémunysfliissigkeit 
steigt besonders bei Versuchen an der Fettleber betrichtlich an. Dies wurde 
in allen Versuchen durch Zugabe von bestimmten Mengen isotonischer Natrium- 
carbonatlésung in geringen Zeitabstiénden nach Moéglichkeit ausgeglichen und 
nachtraéglich bei der Gaswechseluntersuchung durch Ermittlung der Kobhlen- 
siurebindungsfihigkeit des Blutes kontrolliert. 

Die Durchblutungszeit selbst war in fast allen Versuchen auf 80 bis 
90 Minuten begrenzt, da die Oxydationsfihigkeit der isolierten Leber nach 
70—80 Minuten stark absinkt. 

Wahrend der Durchblutung wurden in Absténden von 10—15 Minuten 
je 20cem Durchstrémungsfliissigkeit entnommen und mit 70cem 1,5 °/,iger Salz- 
siure und 30 cem 5°/,iger Sublimatlésung versetzt. Diese Ansitze blieben 
bis zum anderen Tage im Eisschrank. In je 20 cem des eiweiBfreien Filtrats 
wurde die Acetessigsiure zugleich mit den geringen Mengen vorgebildeten 
Acetons nach Messinger-Huppert unter Verwendung von Destillierappa- 
raten mit Glasschliffen bestimmt. Unsere Arbeitsweise glich im wesentlichen 
dem Engfeldtschen*) Verfahren. 

Der iibrige Teil des Schenckfiltrates wurde entquecksilbert, vom 
Schwefelwasserstoff befreit, und in aliquoten Anteilen dieser Fliissigkeit 
bestimmte ich dann die anorganische und nach Veraschung mit konz. Schwefel- 
siure und Perhydrol die gesamie saurelésliche Phosphorsiure gravimetrisch 
nach Em bden.‘) 

In besonders groBen Anteilen des quecksilberfreien Filtrats wurde nach 
‘ntfernung der Kohlehydrate durch Kupfer—Kalkfallung auch die //-Oxy- 
buttersiure nach dem Shafferschen Prinzip, wiederum in der Kngfeldt- 


1) In den Bilanzversuchen mute natirlich auf diese zur Erzielung 
einer glatten Durchstrémung wichtige Ma8nahme verzichtet werden. 

*) Er betrug meist 30—40 mm Hg. 

3) Biochem. Z. 144, 556 (1924). 

4) Diese Z. 113, 138 (1921). 
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schen Anordnung, bestimmt. Zu diesem Zweck benutzte ich Destillations- 
apparate, die mit einem RickfluBkiihler versehen waren. Die angesduerten 
Filtrate wurden zuerst zur Entfernung der Acetessigsiure eingedampft, dann 
unter Zugabe von Bichromat—Schwefelsiure 20 Minuten am RiickfluBkihler 
vekocht, und schiieBlich wurde das gebildete Aceton nach Ausschaltung des 
tickfluBkiihlers tberdestilliert und bestimmt. Die Bestimmung der /-Oxy- 
buttersiure ist sehr unbefriedigend, da ihre Oxydation zu Acetessigsiure 
besonders im Mikroverfahren nur unvollstandig erfolgt.’ Ich habe daher 
vielfach nur die tiberaus exakte Bestimmung des Gesamtacetons (Acetessig- 
saure -} vorgebildetes Aceton) ausgefiihrt und auf die weniger genaue Be- 
stimmung der //-Oxybuttersiure verzichtet.. Immerhin iiberzeugten mich 
Versuche an Lésungen von bekanntem Gehalt an /-Oxybuttersiure davon, 
daB die Resultate bei Verwendung eines Destillationsapparates mit RickfluB- 
kihler gleichmaBiger ausfallen als bei dem urspriinglichen Verfahren nach 
Kngefeldt.?) 

Zur Bestimmung des Blutzuckers wurden zugleich mit den Entnahmen 
fir die Acetonbestinmung Mengen von 0,1 ccm Blut abpipettiert und nach 
der Methode von Hagedorn-Jensen?) untersucht. Zur Kontrolle bestimmte 
ich auBerdem den Zuckergehalt der neutralisierten Schenckfiltrate nach dem 
vleichen Verfahren. Die beiden Bestimmungsserien ergaben praktisch iiberein- 
stimmende Werte. 

Zur Bestimmung der Gesamtphosphorsiure wurden vor Beginn und am 
Inde der Durchstr6mung je 2 ccm Blut in einem Veraschungskolben ein- 
pipettiert, der 10 ccm 25°/jige Schwefelsiure enthielt. Der Inhalt wurde 
2 Stunden im Dampfbad hydrolysiert und dann erst die Veraschung unter 
Zugabe von Perhydrol durchgefiihrt. Den Gehalt des Blutes an Phosphatid- 
phosphorsiiure ermittelte ich aus der Differenz der Gesamtphosphorséure und 
der saiureléslichen Phosphorséure, da sich ja aus den Untersuchungen von 
Bloor*) ergibt, daB die Lipoidphosphorsiure des Blutes mit dieser Differenz 
identisch ist. Die Bestimmung der Phosphatidphosphorsiure der Leber 
erfolgte in der von Sorg*) geschilderten Weise. Fir die Ermittlung der 
anorganischen und siureléslichen Phosphorséure der Leber wurden 1—2 g des 
Organs nach Schenck in einem Volumen von 30 ccm gefallt und entsprechend 
der beim Blut geschilderten Weise aufgearbeitet. Fir alle an der Leber durch- 
zufiihrenden Bestimmungen wurde vor der Durchblutung ein gréBerer 
Lappen abgebunden und mittels Hackmaschine zerkleinert. Bei Verwendung 
von kleineren Leberlappen findet man den Gehalt an den einzelnen Phosphor- 
siurefraktionen nicht tibereinstimmend mit den Durchschnittswerten des 
yganzen Organs. Nach der Durchblutung wurde das ganze Organ durch den 
Wolf gedreht und wie vorher wurden aliquote Teile des griindlich durch- 
mischten Breis entnommen. 


1) Bei Anwendung der Engfeldtschen Methode auf Leberfiltrate ent- 
stehen durch die Oxydation mit Bichromat—Schwefelsiure auBer Aceton 
sonstige jodbindende Stoffe. Snapper u. Griinbaum [Biochem. Z. 176, 357 
(1926)] haben zur Entfernung dieser Stoffe besondere Vorschriften aus- 
yearbeitet. Auf die oben geschilderte einfachere Weise wird aber praktisch 
dasselbe erreicht, wie vergleichende Untersuchungen ergaben. 

2) Biochem. Z. 135, 46 (1923) u. 187, 92 (1923). 

*) J. biol. Chem. 36, 49 (1918). 4) Diese Z. 182, 97 (1929). 
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Den Glykogen- und Fettgehalt der Leber, in einigen Versuchen auch 
das Cholesterin, untersuchte ich im gleichen Ansatz. Zu diesem Zweck wurden 
etwa 2 g Leber in Zentrifugengliser verbracht, die mit 2 ccm 60°/,iger Kali- 
lauge vorgewogen waren. Das genaue Gewicht der Lebersubstanz ergab sich 
durch eine zweite analytische Wagung. Diese Ansaitze wurden dann etwa 
3 Stunden im Dampfbad hydrolysiert und nach Zugabe von 2 ccm Wasser 
mit 10 cem Alkohol gefallt. Sie blieben danach einige Stunden im Eisschrank 
stehen. Nach Zentrifugieren wurde die vom Glykogen getrennte Flissigkeit 
in Scheidetrichtern gesammelt. Das abzentrifugierte Glykogen wurde noch 
einmal umgefallt, wieder zentrifugiert und die Alkoholschicht mit der zuerst 
erhaltenen im Schitteltrichter vereinigt. 

Das Glykogen bestimmte ich dann weiter in aihnlicher Weise, wie es 
J. Weber?) geschildert hat. Nur habe ich von einer mehrmaligen Umfallung 
des Glykogens Abstand genommen, weil dieses Verfahren sehr zeitraubend 
ist und leicht zu Verlusten fiihrt. 

Die in den Scheidetrichtern gesammelten alkoholischen Lésungen 
wurden mit den gleichen Mengen Petrolather und Wasser versetzt und durch- 
geschiittelt. Es erfolgte eine scharfe Trennung der waiBrig alkoholischen von 
der Petrolatherschicht, welch letztere das Cholesterin enthalt. Der waBrige 
Alkohol wurde nochmals mit Petrolither, der Petrolither nochmals mit 
Wasser ausgeschiittelt, und die entsprechenden Fliissigkeiten wurden vereinigt. 
Die waBrig-alkoholische Fliissigkeit habe ich dann durch Kindampfen auf dem 
Wasserbad véllig vom Alkohol befreit, in einen Scheidetrichter zuriickverbracht 
und nach Ansduern mit Ather ausgeschiittelt. Der Atherextrakt enthalt die 
freien Fettsiuren; er wurde mit Natriumsulfat getrocknet und der Ather bis 
auf einen kleinen Rest abdestilliert. Nach Entfernung der letzten Ather- 
anteile durch Einblasen von trockenem CO,-Gas wurden die Kélbchen dann 
mehrere Stunden bei 40° getrocknet und der feste Atherextrakt mit heiBem 
Petrolather aufgelést. Diese Lésungen der Fettsauren, aus der sich nach etwa 
2stiindigem Stehen stérende Beimengungen (z. B. von Milchsiure) ausschieden, 
habe ich dann in der von Kumagawa und Suto?) angegebenen Weise durch 
Asbest filtriert und die Bestimmung nach den Angaben derselben Autoren 
zu Ende gefihrt. 

Zur Ermittlung des Gesamtcholesteringehaltes wurde der zuerst er- 
haltene Petrolatherextrakt durch Destillation vom Lésungsmittel befreit, der 
Riickstand mit Chloroform aufgelést und in ein MaBkélbchen wtbergefilhrt. 
Die Bestimmung selbst erfolgte auf colorimetrischem Wege in der itiblichen 
Weise. *) 

Zur Untersuchung des Gaswechsels der Leber wurden je 5 ccm des arte- 
riellen und des venésen Blutes direkt aus den zu- und abfiihrenden Gummi- 
schlauchen unter Verwendung einer Rekordspritze mit nicht zu dinner Nadel] 
entnommen und in kleine Reagensglischen unter eine etwa 2 cm hohe Paraffin- 
schicht pipettiert; in diesen Glaschen befand sich auBer Paraffin 0,1 ccm einer 
50°/,igen ausgekochten Natriumfluoridsuspension. Die Glaschen wurden in 
Eis versenkt, um sekundiren Verainderungen des Gasgehaltes vorzubeugen. 





1) Diese Z. 145, 101 (1925). 

2) Biochem. Z. 8, 212 (1908). 

3) Mandel-Steudel, Minimetrische Methoden d. Blutunters. S. 41 
(1924). 
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Die Gaswechseluntersuchungen selbst erfolgten am gleichen Tage nach der 
neuesten Methode von van Slyke.!) AuBer dem Sauerstoff- und Kohlen- 
sauregehalt des Blutes wurde auch die Sauerstoffbindungsfahigkeit gepriift. 
Bei der Untersuchung des vendsen Blutes ergab sich in den meisten Ver- 
suchen keine oder eine nur unwesentliche Verminderung der Sauerstoff- 
bindungsfahigkeit gegeniiber der zugehérigen arteriellen Probe, wahrend im 
Laufe der ganzen Durchblutung eine Abnahme der Sauerstoffbindungsfahig- 
keit des Blutes von etwa 10—15°/, eintrat. Die Durchstrémungsgeschwindig- 
keit wurde durch Auffangen des Leberblutes in einem MeBzylinder mit méglichst 
groBer Genauigkeit festgestellt, und Entnahmen zur Gaswechseluntersuchung 
wurden nur dann vorgenommen, wenn die Durchstr6mungsgeschwindigkeit min- 
destens 10 Minuten vorher konstant geblieben war. Unter Bericksichtigung der 
Durchstr6mungsgeschwindigkeit wurden dann aus den Differenzen im Gas- 
gehalt der arteriellen und venésen Probe der Sauerstoffverbrauch und die 
Kohlensaureabgabe der Leber in Kubikzentimeter pro Minute berechnet. 
Die isolierte Leber nimmt wahrend der Durchstrémung um durch- 
schnittlich 20°/, an Gewicht zu; dies ist wohl hauptsachlich dadurch bedingt, 
daB sich die LebergefaéBe?) erweitern. In den Lebercapillaren reichern sich 
die Erythrocyten in maBigem Grade an, wodurch die oben erwahnte Abnahme 
der Sauerstoffbindungsfahigkeit der Durchstrémungsflissigkeit bedingt ist. 
Hierdurch wird jedoch die Genauigkeit der Gaswechseluntersuchungen nicht 
beeintrichtigt, da die Unterschiede in der O,-Bindungsfahigkeit des arteriellen 
und vendsen Blutes durch entsprechende Korrekturen*) ausgeglichen wurden. 
Ein unter Umstanden betrachtlicher Fehler kann entstehen, wenn der 
durch die Saurebildung in der Leber verursachte Alkaliverlust der Leber- 
zellen nicht ausgeglichen wird. Fihren die gebildeten Sauren eine Zunahme 
der H-lonenkonzentration herbei, so wird durch Austreibung von Kohlen- 
siure aus Salzbindung der CO,-Gehalt des vendsen Blutes stirker vermehrt, 
als es den Verbrennungsprozessen der Leber entspricht. Nun habe ich zwar 
die H-lonenkonzentration des Blutes durch Zugabe von isotonischer Natrium- 
carbonatlésung annahernd auf normaler und konstanter Héhe gehalten; den 
Leberzellen wurde auf diese Weise staindig neues Alkali zur Neutralisation 
zugefiihrt. Es ist aber natiirlich nicht méglich, bei Durchblutungsversuchen 
einen so feinen Ausgleich wie bei der natiirlichen Atemmechanik zu schaffen. 
Infolge der starken Saurebildung einerseits und andererseits infolge der Alkali- 
zufuhr miissen notwendigerweise Schwankungen der H-Ionenkonzentration 
im Blute und damit auch in den Leberzellen auftreten. Vielleicht ware es 
richtiger, in zukiinftigen Versuchen Alkali im UberschuB8 der Durchstrémungs- 
fliissigkeit zuzusetzen und zur Erzielung einer konstanten H-Ionenkonzentra- 
tion die Durchliiftung des Blutes statt mit reinem Sauerstoff mit einem Sauer- 
stoff-Kohlensiuregemisch von entsprechender Zusammensetzung vorzunehmen. 
Ich habe die Kohlensiureabgabe auf Grund der wirklich im vendésen 
Blut gefundenen Kohlensiuremenge berechnet und in den Tabellen angegeben. 
Die hieraus ermittelten respiratorischen Quotienten miissen im allgemeinen 


1) van Slyke u. Neill, J. biol. Chem. 61, 523 (1924); van Slyke, 
J. biol. Chem. 78, 121 (1927). 

2) In histologischen Praparaten einer kiinstlich durchstrémten Leber 
sind die Capillaren stark mit Blut gefiillt. 

3) Himwich u. Castle, a. a. 0., S. 105. 
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als etwas zu hoch angesehen werden, doch diirfte der Fehler nur gering sein, 
da eine starkere Zunahme der H-Jonenkonzentration vermieden werden konnte. 

Das in vielen Versuchen der Leber kiinstlich zugefiihrte Phosphatid 
wurde fiir je 2 Versuche aus Rinderherz frisch dargestellt. Trotzdem die 
Reindarstellung der einzelnen Phosphatidfraktionen aus Herz besondere 
Schwierigkeiten macht und gréBere Mengen von Ausgangsmaterial erfordert, 
habe ich fiir alle Versuche dennoch nur Herzphosphatid verwendet. Ich ging 
dabei — nach weniger guten Erfolgen mit Hirnkephalin — von der Vorstellung 
aus, daB die Phospholipoide bei der Herztatigkeit als Brennstoff dienen und 
daher besonders leicht oxydierbar sein miiBten. Dem entspricht die Fest- 
stellung von Bloor’), daB das Kephalin des Herzens etwa 45°/, Linolsiure 
und 6°/, Arachidonsaure enthalt, also stark ungesittigte Saiuren, die in solchen 
Mengen bisher in keinem aus anderen Organen dargestellten Phosphatid 
gefunden worden sind. 

Bei der Darstellung der Phosphatidpriparate hielt ich mich im wesent- 
lichen an die Vorschriften von Levene und Rolf.?) Fir die ersten Unter- 
suchungen versuchte ich méglichst reine Lecithinpraparate nach der an- 
gegebenen Methode zu erhalten. Trotz vielmals wiederholter Cadmiumfallung 
und weiterer Reinigung der Cadmiumsalze konnte ich aber auf diese Weise 
nur Lecithinfraktionen gewinnen, die nach MaBgabe der Amino-Stickstoff- 
bestimmung noch betrachtliche Mengen von Kephalin enthalten muBten. 
Die Jodzahl nahm bei weiterer Reinigung ab, und schlieBlich war die Ausbeute 
an reinem Lecithin recht unbefriedigend. Levene und Komatsu®*) haben 
die Phosphatidfraktion des Herzens vor der Isolierung des Kephalins und 
Lecithins hydriert, eine Methode, die sich natiirlich mit meinen Zwecken 
nicht vereinbaren lieB. 

Fiir einen Teil der Versuche habe ich Lecithinpriparate mit einem 
Gehalt von 20—30°/, Kephalin verwendet. In den spaiteren Versuchen wurden 
nur reine einheitliche Kephalinpraparate zugesetzt, die unter geringerem 
Arbeits- und Materialaufwand dargestellt werden konnten als die uneinheit- 
lichen Lecithinpriparate. AuBerdem erwies sich das aus Herz dargestellte 
Kephalin wegen seiner wesentlich héheren Jodzahl und seiner leichteren 
Emulgierbarkeit fiir meine Versuche als besonders geeignet. 

Bei der Isolierung des Herzkephalins richtete ich mich ebenfalls nach 
den Angaben von Levene und Rolf. Auf die véllige Trocknung des zer- 
mahlenen Organs habe ich verzichtet und nach Entwasserung mit Aceton 
gleich die Extraktion mit wasserhaltigem Ather angeschlossen. Die Reinigung 
erfolgte unter Dazwischenschaltung des friiher von Levene und Ingvaldsen‘) 
angegebenen Eisessigverfahrens. Die so erhaltenen Praparate wurden jedesmal 
auf Gesamtstickstoff, Aminostickstoff und Phosphorgehalt, sowie auf ihr 
Jodbindungsvermégen untersucht. Die Zusammensetzung wich meist nur 
wenig von folgenden als Beispiel angegebenen Analysenergebnissen ab: 

0,9740 g Kephalin wurden im MeBkélbchen in 10 ccm Eisessig gelist 
und aliquote Teile hiervon zu den einzelnen Bestimmungen verwendet. 2mal 


1) Bloor, J. biol. Chem. 68, 33 (1926). 

2) P. A. Levene u. Ida P. Rolf, J. biol. Chem. 72, 587 (1927); ebenda 
74, 713 (1927); ebenda 54, 91. 

3) Levene u. Komatsu, J. biol. Chem. 89, 83 (1919). 

4) Levene u. Ingvaldsen, J. biol. Chem. 48, 359 (1920). 
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2 ccm der Eisessiglésung wurden mit konz. Schwefelsiure unter Zugabe von 
wenig N-freiem Perhydrol verascht. 

1. In je 1/;) dieser Veraschungsfliissigkeit wurde die Phosphorsiure als 
Strychnin-Phospho-Molybdat!) bestimmt 

19,48 mg Substanz ergaben 72,3 mg Niederschlag. 

19,48 mg ‘“~ ie 71,9 mg " 

2. Mit je einem weiteren Zehntel der gleichen Veraschungsfliissigkeiten 
wurde die Bestimmung auf Gesamtstickstoff (Kjeldahl) unter Verwendung 
des von Tashiro’) angegebenen Indikators bestimmt. Auf 19,48 mg Substanz 
wurden 2,77 bzw. 2,73 ccm n/100-NaOH verbraucht. 

3. 1 ccm der Eisessiglésung, entsprechend 97,4 mg Substanz, lieferten 
im Apparat von van Slyke*) auf Amino-Stickstoff untersucht, 3,32 bzw. 
3,25 ccm N, (= 1,64 ccm N) bei 745 mm Druck und 20°. 

4. Auf 2 ccm Eisessiglésung, entsprechend 0,1948 mg Substanz, wurden 
bei Bestimmung der Jodzahl [nach Rosenmund und Kuhnhenn‘)] 14,2 cem 
n/10-Bromlésung verbraucht. 

P N  <Amino-N NH,-N/N  Jodzahl 
Fiir CyyH,,O,NP Gef. 4,15°/, 1,98°/, 1,88°/, 95/100 92,5 
Ber. 4,18 1,89 1,89 100/100 103 (fiir J.) 

Die gefundenen Werte wirden auf ein Kephalinpriparat stimmen, das 

1 Molekiil Linolsiure und 1 Molekiil Olsaiure enthalt. 
H,C—O—CO—C,.H,, 


| 


HC—O—CO—C,,H;, 


H,C—O—P—O— CH,—CH,—NH, 


Die Jodzahl wurde fiir 3 Doppelbindungen etwas zu niedrig gefunden, 
was, abgesehen davon, daB die ungesattigten Siuren der Phosphatide leicht 
Sauerstoff aufnehmen®), wohl dadurch zu erklaren ist, daB die Fettsiuren 
nicht in allen Kephalinmolekilen die gleichen sind. Die gefundene Jodbindungs- 
zahl ist selbstverstindlich nur ein Durchschnittswert, und die Berechnungs- 
formel hypothetisch auf Grund dieses Durchschnittswertes angenommen. 
Von ungesittigten Sauren sind, wie schon erwaihnt, im Herzkephalin auBer 
Linol- und Olsiure noch etwa 6°/, Arachidonsiure enthalten, deren besonders 
hohes Jodbindungsvermégen aber wegen der gleichzeitigen Anwesenheit 
gesittigter Fettsiuren in der gefundenen Jodzahl nicht zum Ausdruck kommt. 

Die Phosphatidpriparate wurden auf folgende Weise in Emulsion 
gebracht: Die zu verwendende Menge von etwa 4—6 g léste ich in etwa 40 ccm 


1) Embden, zit. S. 95. 

2) Tashiro, Amer. J. Physiol. 60, 519 (1920); vgl. ferner Embden, 
Carstensen u. Schumacher, Diese Z. 179, 186 (1928). 

%) van Slyke, J. biol. Chem. 16, 121 (1913); 23, 407 (1915). 

4) Rosenmund u. Kuhnhenn, Z. Nahrungs- u. GenuBmittel 46, 154 
(1923). 
5) Die Praiparate wurden nach Méglichkeit durch Kohlensaure vor einer 
Beriihrung mit Luft geschitzt. 
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reinem Narkoesither und gab die klare Lésung in einen hohen Zylinder, in 
dem sich etwa 50 ccm Wasser befanden. Dann wurde unter fortwihrendem 
Riihren und Erwarmen auf 40° Kohlensaure eingeleitet. Auf diese Weise 
konnte der Ather in ungefahr °/, Stunden vollstandig entfernt werden, und 
ich erhielt bei Verwendung von Kephalin eine auBerordentlich feine, etwas 
zahflissige Emulsion von weibgelblichem opaleszierendem Aussehen und 
kolloidem Charakter. Die Herstellung der Phosphatidemulsion wurde erst 
unmittelbar vor dem Zusatz, der 30—40 Minuten nach Beginn der Durch- 
blutung erfolgte, beendet. Es wurde besonders darauf geachtet, daB nach dem 
Zusatz keine oder nur unwesentliche Drucksteigerungen erfolgten. Wurde 
eine grobdisperse Emulsion, wie ich sie bei einigen Lecithinpraparaten er- 


hielt, dem Blute zugesetzt, so stieg der Blutdruck — offenbar durch Ver 
stopfung von Lebercapillaren — stark an, und die Durchblutung muBte 


vorzeitig abgebrochen werden. Derartige Versuche habe ich nicht weiter 
aufgearbeitet. 

Die Leber von normalen Hunden, die bis kurz vor dem Ver- 
such gefiittert werden oder héchstens 24 Stunden vorher hungern, 
enthalt 0,5—1,5°/, Glykogen und durchschnittlich etwa 3°/) Fett. 
Dagegen finden sich in der Leber von solchen Tieren, die in der 
seschilderten Weise mit Phlorrhizin vorbehandelt werden, nur 
noch Spuren von Glykogen, aber etwa 10—12°/, Fett. Der Hin- 
fachheit halber habe ich im folgenden die Leber von Tieren der 
ersten Art als normal glykogenhaltige, die Leber von Phlorrhizin- 
hunden als Phlorrhizinfettleber bezeichnet. 


B. 1. Bildung anorganischer Phosphorsaure und Spaltung 
von Phosphatiden in der Leber. 


Bei der Durchblutung von Fettlebern wurden am [inde des 
Versuchs auferordentlich hohe Werte fiir die anorganische 
Phosphorsiure des Blutes gefunden, Werte, die 2—3mal hoher 
waren als sie bei Untersuchungen an normalen Lebern beobachtet 
werden. Die anorganische Phosphorsiure stieg bei normalen 
Lebern hoéchstens auf 15 mg-°/, PO,H, an, wihrend bei Phlorrhizin- 
fettlebern Werte bis zu 42 mg pro 100 cem Durchstré6mungsblut 
beobachtet wurden. Die gesamte siurelésliche Phosphorsiure 
nahm in beiden Versuchsserien jeweils nur um den gefundenen 
Mehrbetrag an anorganischer Phosphorsiiure zu, woraus hervor- 
geht, daB der gesamte Mehrbetrag nur in Form von anorganischer 
Phosphorsiéure von der Leber an das Blut abgegeben wird, wiihrend 
die Menge der organischen Phosphorsiiureverbindungen des Blutes 
fast unverandert bleibt. 


Bei den zahlreichen Analysen wurde ich besonders von Fr]. Langen- 
dorf und Herrn cand. med. Kurt Baum unterstiitzt, denen ich auch an 
dieser Stelle dafiir danken mdéchte. 
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Der Phosphatidgehalt des Blutes blieb bei Versuchen an der 
Fettleber wie auch an der Glykogenleber nahezu konstant oder 
fiel nur in geringem MaBe ab. Setzte man dagegen nach Beginn 
des Versuchs dem Blute Phosphatid zu und ermittelte nunmehr 
den Gehalt an Phosphatidphosphorséure!) in kurz aufeinander- 
folgenden Zeitabstiinden, so ergab sich, daB die Phosphatidphosphor- 
siiure im Blut zuerst sehr schnell, dann langsamer abnahm. Am 
inde der Durchstrébmung waren etwa 60—70°/, des zugesetzten 
Phosphatids aus dem Blute verschwunden. Die Leber nahm also 
einen betrachtlichen Teil dieses Phosphatids aus dem Blute auf. 
als demgegeniiber in Leerversuchen das von vornherein im Blut 
enthaltene Phosphatid fast unverandert blieb, ist nicht verwunder- 
lich, da ja die Durchstrémungsfliissigkeit in diesen Versuchen nur 
noch einen Teil des Blutserums enthielt, und das Blutphosphatid 
zum iberwiegenden Teil in den Erythrocyten enthalten war, 
wiihrend das zugesetzte Phosphatid sich mindestens zum Teil 
auBerhalb der Erythrocyten befand. 

In den Figg. 1—4 sind fiir einige Versuche die Verinderungen 
der einzelnen Phosphorsaurefraktionen wihrend der Durch- 
blutungszeit — jeweils in Milligrammprozent anorganischer Phos- 
phorsiiure auf 100 cem Blut berechnet — graphisch dargestellt. 
Bei den beiden unteren, in Fig. 3 und 4 wiedergegebenen Ver- 
suchen wurde etwa 30 bzw. 35 Minuten nach Versuchsbeginn 
Phosphatid dem Blute zugesetzt. 

Man erkennt aus Fig. 1 und 3, daf die anorganische Blut- 
phosphorsiure bei Durchstr6mung der Fettleber von 3—4 mg 
auf 42 mg bzw. 30 mg ansteigt, wahrend bei der normalen Gly- 
kogenleber, Fig. 2 und 4, nur Werte von 13 bzw. 14 mg am Ende 
des Versuchs erreicht werden. Die Kurvenpunkte der gesamten 
siiureléslichen Phosphorséure liegen am Anfang und am Kinde des 
Versuchs jeweils um annihernd den gleichen Betrag tiber den 
Werten der anorganischen Phosphorsdure; die Menge der organi- 
schen Phosphorsiureester nimmt also im Blute gar nicht zu; eher 


1) Der Phosphatidphosphorséuregehalt des Blutes kann unmittelbar 
nach dem Zusatz nur durch Berechnung festgestellt werden, weil ein Teil 
des Blutes sich in der Leber befindet; man addiert zu dem vor dem Zusatz 
gefundenen Prozentgehalt an dieser Fraktion die auf 100 cem des Blut- 
volumens zugesetzte Menge von Phosphatidphosphorsiure. Nachdem die 
Phosphatidemulsion sich in der Durchstrémungsfliissigkeit gleichmaBig ver- 
teilt hat — das ist nach wenigen Minuten der Fall —. wird der Phosphatid- 
phosphorsiuregehalt des Blutes wieder wie vorher durch direkte Bestimmung 


ermittelt. 
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scheint eine geringe Verminderung dieser Fraktion im Laufe des 
Versuchs einzutreten. 

In den Versuchen, in denen etwa 30 Minuten nach Versuchs- 
beginn 5 oder 6g Phosphatid der Durchstrémungsfliissigkeit 
zugesetzt wurden (s. Fig. 8 und 4), bleibt die im Blute von vorn- 
herein vorhandene Phosphatidphosphorsiure bis zu dem genannten 
Zeitpunkte unverindert. Wie aus entsprechenden Leerversuchen 
hervorgeht, iindert sich diese Fraktion auch im weiteren Verlauf 
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Die ausgezogene Linie verbindet die fiir die anorganische Phosphorsiure 
und die gestrichelte Linie die fiir die gesamte siurelésliche Phosphorsiaure 
ermittelten Kurvenpunkte. Der jeweilige Gehalt des Blutes an Phosphatid- 
phosphorsaure geht fiir Versuch 3 und 4 aus dem Verlauf der strichpunktierten 
Linie hervor. 


der Durchblutung an sich nur wenig. In den Versuchen der Figg. 3 
und 4 senkt sich dagegen die Kurvenlinie von dem unmittelbar 
nach Phosphatidzusatz ermittelten hohen Werte zuerst sehr steil 
und dann flacher bis zum Ende des Versuchs. Das zugesetzte 
Phosphatid wird also in den ersten 10—20 Minuten sehr schnell, 
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dann immer Jangsamer von der Leber aufgenommen. Man koénnte 
glauben, daf in den Lebercapillaren rein mechanische Hinder- 
nisse eintreten und daB dadurch die zugesetzte Substanz zuriick- 
gehalten wiirde. Das ist bei Verwendung von grobdispersen Emul- 
sionen auch sicher anzunehmen, da diese, wie bereits erwaéhnt, 
erhebliche Drucksteigerungen hervorrufen. Feindisperse Emul- 
sionen verursachen aber niemals nennenswerte Krhéhungen des 
Durchstromungsdruckes. 

Auch aus dem charakteristischen Verhalten des Gaswechsels 
geht hervor, dab das zugefiihrte Phosphatid unter diesen Be- 
dingungen sehr schnell in die Leberzellen aufgenommen wird. 

Die Tatsache, da die isolierte Fettleber von Phlorrhizin- 
hunden viel gréBere Mengen anorganischer Phosphorsiure an das 
Blut abgibt als die normale glykogenhaltige Leber, ist sicher zum 
Teil dadurch bedingt, daB der Gehalt an anorganischer Phosphor- 
siiure bei der Fettleber von vornherein gréBer ist als bei der nor- 
malen Leber (s. Tab. 1). Da nun das glykogenfreie fettreiche 
Organ ganz auf Fettverbrennung eingestellt ist, lag der Gedanke 
nahe, daB hier die Bildung der anorganischen Phosphorsiure 
irgendwie mit dem gesteigerten Umsatz von Fett im Zusammen- 
hange stiinde, daB die anorganische Phosphorsiéure in der Fett- 
leber vielleicht aus emer Spaltung von Phosphatiden herriihrte. 
Ich versuchte daher aufzukliren, ob das in der Leber, insbesondere 
in der Kettleber, vorhandene Phosphatid noch wahrend des Durch- 
stromungsversuches unter Freiwerden von anorganischer Phosphor- 
siiure abgebaut wiirde. Hierzu mute eine Bilanz der verschiedenen 
Phosphorsiurefraktionen in Blut und Leber vor und nach dem 
Versuch aufgestellt werden. 

Bestimmt man zunichst die Menge der Gesamtphosphorséure 
in der ganzen Leber auf Grund der Analyse eines vor der Durch- 
blutung unterbundenen und abgetragenen kleinen Leberlappens 
und addiert hierzu die im Blut ermittelte Gesamtphosphorsaure- 
menge, so zeigt sich vielfach, daB der fiir das ganze System vor 
der Durehblutung ermittelte Betrag an Gesamtphosphorsaure 
durchaus nicht mit dem entsprechenden fiir Leber und Blut nach 
der Durehblutung gefundenen Gesamtwert iibereinstimmt. Der 
in dieser Differenz zum Ausdruck kommende Fehler kann _ bei 
richtiger Durchfiihrung der Analysen nur dadurch bedingt sein, 
daB der Wert fiir die Gesamtphosphorsiiure in dem vor der Durch- 
blutung entnommenen Leberlappen ein anderer ist als dem Durch- 
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schnittswert!) des ganzen Organs entspricht. Nach vielen vergeb- 
lichen Versuchen gelangte ich schlieBlich zu anniahernd tberein- 
stimmenden Gesamtwerten vor und nach der Durchblutung durch 
Verwendung von gr6Beren Hunden, die eine reichlich gelappte 
Leber aufweisen und die Abtragung eines groBen Leberlappens 
zur Krmittlung der durchschnittlichen Anfangswerte mdglich 
machen. Auch dann noch ergeben sich hiufig gréBere Unterschiede 
fiir die gesamte Phosphorsiure vor und nach der Durchblutung. 
Derartige Versuche sind natiirlich fiir eine Bilanzrechnung un- 
brauchbar. Beriicksichtigt man aber nur solche Versuche, bei 
denen die Summenwerte der Gesamtphosphorsiure in Leber und 
Blut vor und nach dem Versuch um hoéchstens 3°/, voneinander 
verschieden sind, so ergibt sich, daB die Menge der Lipoid phosphor- 
siure im ganzen System nach der Durchblutung von Fettlebern 
regelméBig kleiner ist als vor dem Versuch; in Versuchen an 
normalen glykogenreichen Lebern bleibt sie hingegen nahezu 
sleich oder erfaihrt nur eine geringfiigige, fast in die Fehlerbreite 
fallende Abnahme. 

In der Tab. 1 sind fiinf derartige Bilanzversuche an Fettlebern und fiinf 
entsprechende Versuche an glykogenreichen normalen Lebern zusammen- 
gestellt, Es sind darin simtliche Versuche enthalten, in denen sich fiir die 
gesamte Phosphorsiure vor und nach dem Versuch eine Differenz bis héchstens 
3°/, ergab. Bestimmt wurden die anorganische Phosphorsaure, die siure- 
lésliche Phosphorsaure, die gesamte und die Lipoidphosphorsaure vor und nach 
der Durchblutung im Blut (Spalte 5—8) und in der Leber (Spalte 10—13). 
Alle Fraktionen sind als Phosphorséure berechnet. 

Fiir jeden Versuch sind in der 1. und 3. Horizontalreihe die einzelnen 
Fraktionen als Prozente des Blutes und der Leber angegeben; in der 2. und 
4. Horizontalreihe sind die Werte auf das gesamte Blut und die ganze Leber 
umgerechnet und durch Fettdruck hervorgehoben. Als A-Werte sind hierbei 
die vor dem Versuch erhaltenen, als B-Werte die nach dem Versuch gewonnenen 
verzeichnet. 

Die Summe der fiir die einzelnen Fraktionen in Blut und Leber ge- 
fundenen A-Werte wurde mit der entsprechenden Summe der B-Werte ver- 
glichen und so die Bilanzwerte fiir die verschiedenen Fraktionen gewonnen. 
Diese Bilanzwerte, die sich also aus der Summe der B-Werte vermindert um 
die Summe der A-Werte ergaben, sind fiir die anorganische, fiir die saure- 
lésliche und fiir die Lipoidphosphorsaéure in den Spalten 14, 15 und 16 an- 
gegeben, wahrend die Spalte 17 die auf gleiche Weise ermittelten Differenzen 

1) Der ganze vor der Durchstrémung entnommene Leberlappen wurde 
durch eine eisgekiihlte Fleischhackmaschine getrieben, ebenso wurde nach 
Versuchsende, um brauchbare Durchschnittswerte zu erhalten, die ganze 
Leber in der gleichen Weise zerkleinert. Fiir die einzelnen Bestimmungen 
kamen dann jeweils aliquote Teile des griindlich durchmischten Breies zur 
Verwendung. 
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in der Gesamtphosphorsaure vor und nach der Durchblutung enthalt. Dieser 
letztere Wert gibt, wie bereits erwahnt, den Gesamtfehler der Bilanzrechnung 
an; der fiir die einzelnen Fraktionen anzunehmende durchschnittliche Fehler 
diirfte den fiir die Gesamtphosphorsaure ermittelten Fehler, im ungiinstigsten 
Falle also 3°/,, nicht iiberschreiten. 

In den Versuchen an der Fettleber ergibt sich nun, daB die 
Phosphatidphosphorsiure eme Verminderung um 0,1—0,27 g 
erfihrt, wihrend die stirkste Abnahme der Phosphatidphosphor- 
siiure bei Versuchen an normalen glykogenhaltigen Lebern 0,040 ¢ 
betragt. Intsprechend dem stirkeren Phosphatidabbau nimmt 
auch die anorganische Phosphorséure bei Durchblutungsversuchen 
an Fettlebern immer in gr6Berem Ma8e zu als bei normalen Lebern. 


Versuch 4 wurde an der glykogenfreien Leber eines Hundes 
angestellt, der bei 4tigigem Hunger mit 20 mg Adrenalin subcutan 
vorbehandelt war.!) Dieser Versuch ergab ein ganz ahnliches Bild 
wie die Versuche an Phlorrhizinfettlebern und zeigt, daB Phosphatid- 
abbau dann hervortritt, wenn die Fettoxydation in der Leber 
cesteigert ist. 

Kine weitere Gegeniiberstellung der ermittelten Bilanzwerte 
(vel. Reihe 14 und 15) ergibt, daB die anorganische Phosphorsiure 
bei der Fettleber immer viel staérker zunimmt als der Vermehrung 
der siiureléslichen Phosphorsiure entspricht, wahrend die Zu- 
nahme der anorganischen Phosphorsiure bei der normalen Leber 
immer hinter jener der gesamten saureldslichen Phosphorsiure 
zuriickbleibt. 

Die bei der Durchstro6mung glykogenreicher Lebern in 
der Bilanz eintretende Vermehrung der gesamten saureldslichen 
Phosphorsiiure wird nur zu einem kleinen Teil durch den gering- 
fiigigen gleichzeitigen Phosphatidabbau gedeckt, und an dieser 
Zunahme der gesamten  saureldslichen Phosphorséiure nimmt 
sowohl die anorganische wie die organische Phosphorsaure teil. 

All dies ist bei der Durchstrémung der Fettleber anders. 
Die gesamte siurelésliche Phosphorsiiure, deren Zunahme hier weit 
eroBer ist als nach Durchstrémung der glykogenreichen Leber, 
riihrt zu einem erheblichen Teile von dem gleichzeitig erfolgenden 
starken Phosphatidabbau her, und zudem handelt es sich hier 
nicht um eine Vermehrung beider Anteile der gesamten saure- 


1) Kine so vorbehandelte Leber enthalt nicht wesentlich mehr Fett 
als eine normale Leber; sie ist dennoch, wie die Phlorrhizinfettleber, 
ganz auf Fettoxydation eingestellt, wie sich aus der Gaswechseluntersuchung 
ergibt, bildet aber nur geringe Mengen von Ketonkorpern. 
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léslichen Phosphorsiiure, sondern der starken Zunahme der an- 
organischen Phosphorsiure steht eine Abnahme der organischen 
siureléslichen Phosphorsiure gegeniiber. 

Der gréBere Anteil der anorganischen Phosphorsiure an der 
Vermehrung der gesamten siureldslichen Phosphorsiéure bei der 
Fettleber ist wohl darauf zuriickzufiihren, da die Vermehrung 
der sdureléslichen Phosphorsiiure bei der Fettleber zu einem 
groBeren Teil als bei der Glykogenleber durch Auftreten von 
besonders leicht spaltbaren Phosphorsiiureestern bedingt ist. Die 
Annahme liegt nahe, daB die anorganische Phosphorsaure leichter 
abspaltenden Substanzen in den Fettleberversuchen intermediire 
Produkte des Phosphatidstoffwechsels sind. Tatsachlich enthilt 
die Fettleber schon vor der Durchblutung gréBere Mengen an 
Glyzerin-Phosphorsiéure?) als die glykogenhaltige Leber. 

In den geschilderten Versuchen wurde also gefunden, dab 
in der ganz auf Fettoxydation eingestellten glykogenfreien Leber, 
deren durchschnittlicher Phosphatidgehalt, wie aus Tab. 1 hervor- 
geht, nur wenig hoher ist als derjenige der normalen glykogen- 
haltigen Leber, eine Spaltung von Phosphatid unter Bildung von 
anorganischer Phosphorsiure auch noch wahrend der Durch- 
blutung erfolgt, waihrend ein analoger AbbauprozeB in glykogen- 
haltigen Lebern kaum nachweisbar ist.”) Die Abspaltung der 
anorganischen Phosphorséure aus Phosphatiden scheint aber an 
ein gewisses Oxydationsstadium der im gleichen Molekil ent- 
haltenen Fettsiuren gebunden zu sein. Wird naémlich Phosphatid 
dem Blute zugesetzt, so wird die Fettoxydation in jedem Falle, 
wie aus dem folgenden hervorgeht, gesteigert, ohne daB zuniichst 
eine vermehrte Bildung anorganischer Phosphorsiéiure aus Phos- 
phatid nachzuweisen ist. Natiirlich ist von vornherein damit zu 
rechnen, daB die Phosphatide in der Leber resynthetisiert werden, 
da8 z. B. nach Oxydation einer Fettsiure innerhalb des Phos- 
phatidmolekiils diese Séure abgespalten und durch eine andere, 
vielleicht vollig gesittigte ersetzt wird (vgl. 5. 121). 


1) Diese Glycerinphosphorsiure wird in der Leber iiberaus leicht ge- 
spalten, wahrscheinlich wesentlich leichter als jene séureléslichen Phosphor- 
saureverbindungen, die auch bei der Durchstrémung der normalen Leber aus 
unléslichen organischen P-Verbindungen entstehen und bei denen es sich in 
erster Linie um Nucleotide aus Kernsubstanzen handeln diirfte. 

2) In waBrigen Leberextrakten ist die Phosphatidspaltung viel geringer 
als in Extrakten aus Niere und Darm. King, King u. Page, Diese Z. 191, 
243 (1930). 
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Die Menge der aus Phosphatiden abgespaltenen anorganischen 
Phosphorsiéiure darf also nicht als MaB fiir das gesamte in die Ver- 
brennungsprozesse einbezogene Phosphatid gewertet werden, viel- 
mehr scheint nur ein aliquoter Anteil desselben dem vdlligen 
Abbau zu unterliegen. Die mit dem Freiwerden von anorganischer 
Phosphorsaéure einhergehenden Abbauprozesse an den Phospha- 
tiden treten anscheinend bei gesteigertem Fettstoffwechsel gegen- 
iiber den entsprechenden Aufbauprozessen in den Vordergrund. 


B. 2. Oxydativer Abbau der Phosphatide in der Leber. 


Fur die Oxydation der in den Phosphatiden enthaltenen 
Fettsiuren ergaben sich zunachst Anhaltspunkte durch Unter- 
suchungen des Acetessigsiuregehaltes des Blutes. Bei Lebern von 
Hunden, die bis 24 Stunden vor dem Versuch gefiittert wurden, 
betrug der Acetongehalt!) in Leerversuchen durchschnittlich etwa 
30 mg pro 1000 cem Durchstrémungsfliissigkeit in naher Uberein- 
stimmung mit friheren Versuchsergebnissen von Embden. Setzte 
ich aber der Durchstrémungsflissigkeit etwa 6—8 g Phosphatid 
wihrend der Durchblutung zu, so fanden sich regelméBig hédhere 
Acetonwerte, und zwar meist 40—60 mg pro Liter Blut, gelegent- 
lich noch wesentlich héhere Werte. In diesen, an glykogenhaltigen 
Lebern durchgefiihrten Zusatzversuchen stieg der Acetongehalt 
also meistens nur um 50—100°/, hoéher an als in entsprechenden 
Leerversuchen. 

Von Embden und Marx?) wurden in Durchblutungs- 
versuchen mit N-Buttersiure Acetonwerte bis zu 148 mg pro 
Liter Durchstrémungsflissigkeit beobachtet, wihrend nach N-De- 
kansiure der Acetongehalt des Blutes bis auf héchstens 71 mg 
pro Liter anstieg. Aus diesen letztgenannten Versuchen geht 
hervor, daB die Acetonbildung aus hodheren Fettsiuren in der 
isolierten Leber wesentlich langsamer erfolgt als aus niederen, und 
man méchte von vornherein geneigt sein, das MaB der Acetessig- 
siiurebildung auch als MaBstab fiir die Oxydationsfahigkeit der 
in den Phosphatiden enthaltenen Fettsiuren anzusehen. Das 
scheint aber, wie sich aus den im folgenden mitgeteilten Gas- 


1) Hiermit ist hier das gesamte, bei Destillation saurer Fliissigkeiten 
iibergehende Aceton gemeint, das zum weitaus gréBten Teil als Acetessig- 
siure im Blute vorhanden ist. Embden u. Engel, Beitr. chem. Physiol. u. 


Path. 11, 323 (1908). 
2) Embden u. Marx, Beitr. chem. Physiol. u. Path. 11, 318 (1908). 
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wechseluntersuchungen ergibt, nicht der Fall zu sein. Das Ausmab 
der Fettverbrennung in der Leber ist zunichst in hohem Mabe 
von ihrem Glykogengehalt, weiterhin aber auch den Ansichten 
Lombrosos!) entsprechend von dem Verdauungszustand der 
Tiere abhangig; auch hormonale Einfliisse scheinen das Ausmal der 
Fettoxydation zu beeinflussen. 

Die Acetonbildung annihernd glykogenfreier?), sonst normaler 
Lebern ist ohne Zusatz um 50—100°/, gréBer als sie bei Durch- 
stromungsversuchen an glykogenhaltigen Organen gefunden wird; 
es wird also im Leerversuch an glykogenfreien Lebern ein éhnlicher 
Acetonwert erreicht wie bei glykogenhaltigen Lebern nach Zugabe 
von Phosphatid. Aus den weiteren Versuchen geht hervor, dai 
jede Erhéhung der Acetonbildung iiber den nach Durchstrémung 
normaler Lebern ohne Zusatz erreichten HKndwert hinaus zwar 
der Ausdruck einer gesteigerten Fettverbrennung ist, keineswegs 
aber der Steigerung der Fettverbrennung parallel geht, sondern 
weit hinter ihr zuriickbleibt. So werden z. B. bei Durchstrémungs- 
versuchen an normalen glykogenhaltigen Lebern, bei denen sich 
zum SchluB héchstens 30 mg Aceton pro 1000 cem finden, respira- 
torische Quotienten von 0,8—1,0 beobachtet, also R.Q.-Werte, 
die eine starkere Beteiligung der Fette an den Oxydationsprozessen 
ausschlieBen. Demgegeniiber weisen die bei glykogenfreien Lebern 
oder auch bei glykogenhaltigen Lebern nach Phosphatidzusatz 
gefundenen niedrigen respiratorischen Quotienten deutlich darauf 
hin, da8 die Fettverbrennung der vorherrschende Oxydations- 
prozeB geworden ist. Trotz der Umstellung des Leberstoffwechsels 
auf vorwiegende Fettverbrennung steigt die Acetonbildung also 
héchstens auf das Doppelte des in Leerversuchen an glykogen- 
reichen Lebern beobachteten Maximalwertes an. 

Ganz abgesehen davon, daB ein Teil der gebildeten Acet- 
essigsiure durch Reduktion in Oxybuttersiure iibergefiihrt wird, 
wodurch aber keine wesentliche Verschiebung der Verhaltnisse 
bedingt ist, scheint die Acetessigsiurebildung in der normalen 
Leber*) immer durch irgendeinen anderen StoffwechselprozeB in 

1) Zit. S. 118. 

2) Mit glykogenfreien normalen Lebern sind hier solche gemeint, die 
durch 3—4 tagigen Hunger der Tiere erzielt wurden. Phlorrhizinlebern wurden 
fiir die in diesem Abschnitt zu schildernden Versuche nicht verwendet. 

3) Dies gilt nicht fiir die Fettleber phiorrhizinierter Hunde. Unter diesen 
Bedingungen ist die Menge der gebildeten Ketonkérper etwa 5mal héher und 
enthalt etwa 1/, des gesamten, wéhrend des Versuchs von der Leber auf- 
genommenen Sauerstoffs. 
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engen Grenzen gehalten oder durch irgendeine weitere Umwandlung 
der Ketonkérper verdeckt zu werden.) 

Im einzelnen will ich auf die Frage nach dem Schicksal der 
Acetessigsiure nicht eingehen, so viel dirfte jedenfalls sicher sein, 
daB gesteigerte Fettoxydation der isolierten Leber viel eindeutiger 
im Gaswechsel zum Ausdruck kommt als im Acetongehalt des 
Blutes. 

Die Menge des Gesamtacetons im Durchstrémungsblut ist 
auch, wie schon erwahnt, nur ein annaherndes MaB fiir die GréBe 
der Ketonkoérperbildung in der Leber, da die Acetessigsdiure in 
der isolierten Leber itiberaus leicht zu f-Oxybuttersdéure reduziert 
wird. Der weitaus gréBte Teil der gebildeten Acetessigsiure tritt 
allerdings rasch ins Blut aber. Bei mangelndem Sauerstoffangebot 
vollzieht sich aber die Reduktion der in der Leber vorhandenen 
Acetessigsiure mit groBer Geschwindigkeit, so daB man nach 
Beendigung der Durchblutung immer einen wesentlich héheren 
Acetessigsiuregehalt im Blut als in der Leber findet, wahrend 
andererseits deren Gehalt an /-Oxybuttersiure oft vielmals héher 
als im Blut gefunden wird. Die Ergebnisse zweier Versuche?) 
selen hier als Beispiele angefiihrt. 


Verteilung der Acetessigsiure und der /-Oxybuttersiure 
in Leber und Blut (als Aceton berechnet). 
In 1000 ccm Blut In 1000 g Leber 





mg mg 
Versuch 67. Acetessigsiure 48,2 17,1 
f-Oxybuttersaure 20,7 62,8 
zusammen: 68,9 79,9 
Versuch 68. Acetessigsiure 57,3 4,8 
f-Oxybuttersaure 396 0 131,0 
zusammen : 96,9 135,8 


Wie schon aus diesen beiden Beispielen hervorgeht, ist die 
Gesamtkonzentration der Ketonkérper in der Leber am Ende des 
Versuches groéBer als im Blut, ein Befund, der mit den Unter- 
suchungsergebnissen von Snapper und Griinbaum§) iberein- 
stimmt und der dadurch bedingt ist, da8 die durch Reduktion 


1) Vgl. hieritiber auch Embden u. Wirth, Biochem. Z. 27, 1 (1910) u. 
Embden u. Loeb, Diese Z. 88, 251 (1913). 

2) Bei diesen Versuchen handelt es sich um Durchblutungen normaler 
Lebern, denen wahrend der Durchstrémung Phosphatid zugefiihrt wurde. 

3) Snapper u. Griinbaum, Biochem. Z. 181, 410 u. 418 (1927). 
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gebildete /-Oxybuttersiure in der Leber zuriickgehalten wird. 
Wiirde die Acetessigsiure in féhnlichem MaBe zuriiekgehalten, 
so kénnte die Differenz im Acetessigsiuregehalt des Blutes gegen- 
iiber dem der Leber nicht so hoch sein. 

Die Hohe des Gesamtacetongehaltes des Blutes ist also bei 
Durchstr6mung normaler, nicht fettreicher Lebern zwar von dem 
Umfange der gleichzeitigen Fettverbrennung weitgehend un- 
abhingig, sie steht aber in einigermafen quantitativer Beziehung 
gu der gesamten Ketonkérperbildung in der Leber. 

In den nunmehr zu schildernden Versuchen sollte festgestellt 
werden, ob die Fettoxydation in der isolierten Leber durch Zufuhr 
von frischem Phosphatid in Gang gebracht bzw. gesteigert werden 
kann. Dies muBte am deutlichsten in dera Gaswechsel der Leber 
zum Ausdruck kommen. Aus dem Sauerstoffverbrauch und der 
Kohlensiureabgabe der Leber wurden die respiratorischen Quo- 
tienten berechnet, deren Anstieg und Absinken fiir die Beurteilung 
der in der Leber stattfindenden Verbrennungsprozesse von be- 
sonderer Wichtigkeit sein muBten. Auferdem wurde die Bildung 
der Ketonkérper verfolgt; in den meisten Fallen untersuchte ich 
jedoch nur die Zunahme des Gesamtacetons im Blute. 

In einem ‘Teil der Versuche habe ich, nachdem schon mehrere 
in bestimmten Zeitabstinden aufeinander folgende Blutentnahmen 
zur Bestimmung des Gasgehaltes und des Acetessigsiuregehaltes 
des Blutes stattgefunden hatten, eine Kmulsion von 5—8 g Phos- 
phatid in 50 cem Wasser der Durchstrémungsfliissigkeit zugesetzt 
(meist etwa 30 Minuten nach Beginn) und dann wieder in Zeit- 
absténden von 10—20 Minuten weitere Blutproben zur Unter- 
suchung des Gaswechsels und zur Acetonbestimmung entnommen. 
In den dazugehorigen Leerversuchen wurden etwa 30—40 Minuten 
nach Beginn der Durchblutung 40 bzw. 50 ccm Ruingerlésung 
zugesetzt, im wbrigen aber die gleichen Entnahmen und die 
sleichen Bestimmungen wie in DurchstrOmungsversuchen mit 
Phosphatidzugabe vorgenommen. Fiir Versuche der letzten Art 
habe ich nur Tiere von moglichst ahnlichem Gewicht und Er- 
nihrungszustand wie in den entsprechenden Hauptversuchen 
verwendet. 

In Fig. 5 ist ein solcher Leerversuch (Versuch 1) und ein entsprechender 
Versuch mit Phosphatidzugabe (Versuch 11) graphisch dargestellt. Auf der 
Abszisse ist fiir beide Versuche nebeneinander die Zeit in Minuten abgetragen ; 


die Werte fiir den Sauerstoffverbrauch und den respiratorischen Quotienten 
der Leber, sowie fiir den jeweiligen Acetongehalt des Blutes sind als Ordi- 


Hoppe-Seyier’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCVII. 8 
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naten abgemessen und die so gefundenen Kurvenpunkte durch verschieden 
markierte Linien miteinander verbunden. 

Im Leerversuch (Versuch 1), dessen Kurven auf der linken 
Hilfte der Abbildung wiedergegeben sind, steigt der Acetessig- 
siiuregehalt des Blutes zuerst sehr stark, dann aber in immer 
geringer werdendem Mae an; der Sauerstoffverbrauch der Leber 
bleibt in den ersten 55 Minuten der Durchblutung nahezu gleich, 
sinkt aber in den néchsten 20 Minuten in geringem Grade und 
zum SehluB der Durehblutung sehr stark ab. Der R.-Q. steigt im 
Verlauf des Versuches von einem Werte von 0,8 allmihlich bis 
zur Hinheit. 























Versuch 4 (Tab XK) Versuch 14 (Tabi) 
LG 2854 40 LG. 3004 
’ 
, ~ ie 
nl . Ria 4 3 
_-0 v 019 ee ry & 
ef Ra-~™ sf sf m ' gt st 
°o . Qa 
: =| ' 5 vr 
& 2 = ox ° 
>h. 2 | rr, a4 
ps Zl oon ots « 
fc c 
fe sq} ' &e- fl 
a) ; 016 348 
4 ‘ : 12 6 
% 0,* TO rem mY ‘ : 
i] —, : r) 
10 \ sop 9 408 
' N {oo ; 
80 404 ' s 
A ' ' 
6} 30 ' 65 
’ : ’ 
| ' 
= 207 ‘ 
| 
’ f 
dy 40 | 28 
' ] 
ee ee ee w | ' ‘ee | ee, ee ee 
Minuten > Minuten > 
Fig. 5. 


Die fiir den Acetessigsiuregehalt des Blutes als Aceton berechneten 
Werte sind durch eine ausgezogene Linie verbunden; der Sauerstoffverbrauch 
der Leber ist in seinen Schwankungen durch eine gestrichelte Linie, die Ver- 
iinderung des R.-Q. durch eine aus feinen Punkten und Strichen bestehende 
Linie dargestellt. Die beigefiigten MaBstabe enthalten die Zahlenwerte fiir 
die Ordinaten der verschiedenen Kurvenpunkte. 


In dem Versuch 11 verlaufen die einzelnen Kurven bis zu dem 
Zeitpunkt, wo die Phosphatidemulsion zugesetzt wurde, ganz 
iihnlich wie in Versuch 1. Im weiteren Verlauf sind aber die ent- 
sprechenden Kurven beider Versuche in charakteristischer Weise 
voneinander verschieden. In Versuch 11 steigt der Sauerstoff- 
verbrauch kurze Zeit nach Zusatz des Phosphatids steil an, waihrend 
er im Leerversuch zu dieser Zeit schon kleiner wird; der R.-Q. 
sinkt zu gleicher Zeit von 0,95 auf 0,62, wahrend er im Leerversuch 
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sich in aufsteigender Linie bewegt. Ferner steigt die Kurve der 
Acetessigsiure in Versuch 11 bis zum SchluB der Durchblutung 
in viel stirkerem Mae an als es im Leerversuch der Fall ist. Der 
Maximalwert fiir den Sauerstoffverbrauch und der Minimalwert 
fir den R.-Q. werden etwa 30 Minuten nach Zusatz von Phos- 
phatid erreicht; alsdann sinkt der Sauerstoffverbrauch unter 
cleichzeitigem Ansteigen des R.-Q. bis zum SchluB des Versuches 
wieder steil ab. In dieser letzten Phase der Durchblutung beginnen 
die Verbrennungsprozesse in der Leber bereits zu erléschen. Wie 
ja auch aus dem Leerversuch hervorgeht, ist die normale Oxy- 
dationsfihigkeit des isolierten Organs unter den von mir gewiahlten 
Versuchsbedingungen nur fiir 60—70 Minuten aufrecht zu erhalten. 
Ich habe dennoch die meisten Versuche dieser Art auf 90 Minuten 
ausgedehnt, um den Ubertritt der in der Leber gebildeten Acet- 
essigsiure in das Blut weiter verfolgen zu kénnen, aber auf Gas- 
wechselbestimmungen in den letzten Phasen des Versuchs verzichtet. 

In Tab. II sind 4 Leerversuche (1—4) und 11 Versuche (Ver- 
such 5—15), bei denen Phosphatid der Leber kiinstlich zugefiihrt 
wurde, zusammengestellt. In dieser Tabelle sind alle hierher- 
gehorigen Versuche mit Ausnahme derjenigen enthalten, bei 
denen sich schon gleich zu Anfang der Durchblutung oder nach 
Zusatz der Phosphatidpriparate starkere Drucksteigerungen er- 
gaben, die daher vorzeitig abgebrochen werden muBten und 
nicht weiter verarbeitet wurden. 

In den Langsreihen 5—9 der Tab. I] sind die Sauerstoffaufnahme, die 
Kohlensaureabgabe der Leber und der daraus berechnete R.-Q. fiir ver- 
schiedene Versuchszeiten angegeben. Die Zeit der Entnahme ist in Minuten 
iiber den jeweils zusammengehorigen Werten des Gaswechsels verzeichnet. 
Sofern ein Zusatz erfolgte, was immer in unmittelbarem AnschluB an eine 
Blutentnahme geschah, ist der betreffende Zeitpunkt durch einen Pfeil markiert. 
Menge und Art des zugesetzten Phosphatids (bzw. der Ringerlésung in den 
Leerversuchen) gehen aus Spalte 15 hervor. In den Spalten 10—14 ist der 
Acetessigsauregehalt der Durchstrémungsfliissigkeit, wie er zu verschiedenen 
Zeiten des Versuchs als Aceton ermittelt wurde, enthalten. Die wahrend der 
Durchblutung beobachteten Maximal- und Minimalwerte der Durchstr6mungs- 
geschwindigkeit sind in Spalte 4 angegeben. Die Blutentnahmen zu den Cas- 
wechselbestimmungen wurden, wie schon erwahnt, immer erst dann vor- 
genommen, wenn die Durchstrémungsgeschwindigkeit mindestens 10 Minuten 
vorher konstant geblieben war. In den ersten 5—10 Minuten ergaben sich 
fast immer groBere Schwankungen der Durchstr6mungsgeschwindigkeit, so 
daB der Gaswechsel friihestens 15 Minuten nach Versuchsbeginn untersucht 
werden konnte. 

Bei Betrachtung der in Spalte 5 wiedergegebenen zuerst 
gewonnenen Gaswechselwerte fallen sofort die groBen Unter- 


~* 
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Tabelle 


(Versuche an der normalen 
































9 is] * 5 6 | 7 
ioe 5S he silanated a 
2 pe a Gaswechsel der Leber wiihrend 
ie ade 
Vor- ~ [2 Oo Bs : — 
> |#2%28] O, CO, | 
behandlung | 7 [EB S2e1 4. | 
ry: | a a 5 5 cs g = 2 ’ 
der Tiere oe ISS 2/45 2 /R-Q/ 0, CO,)R-Q. 0, CO, R-Q 
+ evoke | FUR | 
cs | cem/Min. 43/| < | 
24 Stunden 25’ 40! | 55’ , 
Hunger — | 285] 550/350 | 11,7 [10,2 |0,872 11,4 |10,2 [0,895 11,4 |10,3 [0,904 
24 Stunden 20’ 35’ | 50’ 
Hunger 230] 370/420 | 8,45) 6,72/0,795 8,85) 6,98|0,789 | 8,72] 7,42/0,851 
24 Stunden 15’ | 60’ 
Hunger | 400] 560/420 | 15,4 |10,55|0,685 14,3 |10,1 [0,706 
2 x 24 Stdn. 20’ | 30° Y | 40° 
Hunger | 255] 420/380 | 7,07] 5,75/0,813, 7,23] 6,29/0,870 | 7,29] 6,24|0,856 
24 Stunden 15’ | 35’ 50’ 
Hunger 320} 600/520 | 9,73] 9,24/0,950 9,95/10,8 [1,085 (12,7 |10,3 [0,811 
30’ | 40’ 60’ 
Gefiittert | 280] 450/380 | 3,33] 2,70|0,811| 3,72| 4,03/1,083 | 8,36] 4,03] 4,82 
24Std. Hunger 20° 32" 45’ 
v. V. gefiittert | 400] 600/490 | 19,5 [16,4 |0,842'19,1 |16,3 0,854 [21,5 |12,0 [0,558 
24 Stunden 15’ 30° 45’ 
Hunger 235 | 700/520 | 12,9 |11,1 |0,860 13,1 |11,4 [0,869 [14,3 | 6,45|0,451 
2x 24 Stdn. 20 | 35’ 50° | * 
Hunger | 305] 640/540 | 8,92) 7,83{0,878 7,90] 7,45|0,943 |10,15| 5,10|0,503 
3 x6St. Hunger 20° | 33° 45’ | 
v. V. gefiittert | 360] 700/550 | 20,2 [11,9 |0,590 23,9 |17,6 [0,736 /33,0 [17,8 [0,539 
24 Stunden 20° | 85’ 45’ | 
Hunger | 300] 560/480 | 10,6 | 9,63/0,908 10,1 | 9,55|0,946 |12,7 | 9,16|0,721 
20/ 35’ 45’ | 
ie 260] 520/440 | 7,35] 6,62[0,901, 7,95| 8,60|1,082 | 8,80| 7,00[0,795 
mager ge- 20° 35’ \| 55° | 
fittert | 320{ 480/430 | 10,1 | 6,22|0,616 9,9 | 7,15|0,722 |14,0 | 8,6 [0,614 
2 x 24 Stdn. 15’ 35’ 15° 
Hunger | 210] 465/415 | 13,6 |11,55/0,849 12,1 |11,05|0,913 |15,1 | 9,05|0,599 
2x 24 Stdn. 15’ 35° 50° | 
Hunger | 200] 490/400 | 9,35) 5,63/0,602 6,75) 5,63|0,834 [14,7 | 8,79|0,598, 
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. 9 }io]ai| 12 | 13] 14 15 | 6 
des Versuches ™ 
— | > Acetessigsiiure- 
O» | SD bildung Zusatz 
2 . = £ satz 
O, CO, |R-Q. EF CO, R.-Q in mg/1000 ecm 
ag i 
ao 
65’ 90’ 20'| 35") 50’ 90" 
10,8 |10,1 |0,935 8,5 | 9,15]1,08 | 5,1] 17,2228 24,7 29,8] 50cem Ringerlisg. 
65’ 85’ 20’ 30’) 45’ 90" 
8,06) 7,42/0,921 6,50, 6,29/0,968 | 4,3 | 13,8,16,7 18,6 25,1] 50 cem Ringerldsg. 
90 25’ | 35’) 50’ 90’ 
12,8 |11,9 |0,930] 2,0] 24,3,26,0 29,7 32,3 
50" 90) 30° 40’) 55’ 90’ 
6,05) 5,96|0,985 6,02) 5,73|0,952 | 4,6 —— 15,8 35,5] 50 cem Ringerlésg. 
60’ 15’ 20’ 30) 50" 90" 
19,5 [11,9 [0,610 14,1 |12,7 [0,901] 2,7] 15,4)20,6  36,561,3] 6 g Lecithin 
70’ 90’ 30’ | 40’ 60’ 90’ 
10,2 | 5,34/0,524 6,17| 4,73|0,767 | 3,4] 16,2/17,4 24,044,5| 6g Lecithin 
60’ : 30) 45’ 90" 
21,0 |10,5 |0,500 12,4 | 7,12/0,574] 2,6] 8,4)15,4 (18,057,3] 8g Lecithin 
60’ 1 
13,8 | 8,61/0,624 10,0/11,0 15,5 38,7] 6g Kephalin 
aol Yt | 
8,10) 4,27/0,527 3,9 | 22,7 26,7 (46,189,0] 6g Kephalin Hundeblut 
60’ | 80’ 20’ 351 | 50’ 90’ 
22,7 |14,7 |0,648 14,5 /14,3 0,986] 4,8] 28,843,2 81 116] 8g Kephalin 
60’ | 90’ 20’ 35’) 45’ 90" 
14,4 | 8,90/0,618 8,85] 7,28/0,823] 4,6] 19,6 22,4 28,253,7] 6g Kephalin 
| 55’ | 25’ 35’) 50’ 90’ 
15,3 |10,35|0,676 2,1] 13,414,1 18,347,6] 6g Kephalin 
70’ | 20’ 35’) 45° 90’ 
13,0 | 9,23/0,710 5,9] 16,2 19,5 23,054,2] 6g Kephalin Hundeblut 
60’ 70’ 20° 35’) 50’ 90’ 
14,3 | 9,070,634 11,8 | 8,51/0,721 | 2,6] 13,722,8 32,061,0] 4g Kephalin 
60’ | 25° | 85’) 50’ 90’ 
15,0 | 9,010,601 6,4] 18,2:20,6 31,5 57,8 § g Kephalin 
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schiede auf, die beziiglich der Sauerstoffaufnahme der Leber in 
den verschiedenen Versuchen vorhanden sind und die auch bei 
einer Umrechnung auf Lebergewicht nur wenig ausgeglichen 
werden. Wodurch dies im einzelnen verursacht ist, kann nicht 
immer sicher entschieden werden. In erster Linie spielen sicher 
tassenunterschiede der verschiedenen Tiere eine groBe Rolle. Ich 
versuchte weiterhin durch Varierung der Vorbehandlung der 
Versuchstiere die Ursache der verschieden grofen Oxydations- 
fiihigkeit der Leber zu finden. Durch Ausdehnung der Hunger- 
periode auf 2mal 24 Stunden vor dem Versuch wurde nur der 
R.-Q. der isolierten Leber gesenkt, ihr Sauerstoffverbrauch aber 
nicht eindeutig gesteigert. Dagegen ergaben sich hiufig hohe 
Werte fiir den Sauerstoffverbrauch der isolierten Leber bei sehr 
lebhaften und mageren Tieren, sowie bei solchen, die bis kurz vor 
dem Versuch gefiittert worden waren. 

Lombroso!) vertritt bekanntlich die Meinung, daB nur die Leber 
verdauender Tiere?) Fett verbrennen kénnte. In der Tat werden bei ge- 
fiitterten Tieren meist relativ niedrige R.-Q. bei hohem Sauerstoffverbrauch 
der Leber gefunden. Die Oxydationsvorginge, speziell die Fettverbrennung 
der Leber sind also wahrend der Nahrstoffresorption zweifellos gesteigert*) ; 
andererseits kann aber die Fettoxydation in glykogenreichen Lebern nach 
der Verdauungsperiode durch Kohlehydratumsatz zunachst zuriickgedrangt 
werden, nach Verbrauch des Glykogens aber durch Hunger oder Arbeit wieder 
in den Vordergrund treten. 

Die Annahme Lombrosos, daB nur die Leber verdauender Tiere 
Fett verbrennen kénnte, diirfte in dieser allgemeinen Form nicht giiltig sein. 
Das geht deutlich aus den hier weiter zu schildernden Versuchen hervor. 

Aus Spalte 14 der Tab. II ersieht man, daB der Acetessigsiure- 
gehalt des Blutes nach 24—48stiindigem Hungern der Tiere bei 
der Durchblutung der isoherten Leber ohne Phosphatidzusatz 
(Versuch 1—4) Werte bis zu héchstens 35 mg pro 1000 cem Durch- 
stromungsfliissigkeit erreicht.4) In den Versuchen 5—15 dagegen, 


1) Lombroso, Arch. intern. Physiol. 18, 484 (1921); 22, 1, 9, 137 (1923); 
23, 321 (1924). 

2) Eine ahnliche Wirkung auf die Fettoxydation in der Leber soll nach 
Lombroso auch durch Eingabe verdiinnter Salzsiure zu erzielen sein. Ich 
habe an einigen Lebern von Tieren, denen vor dem Versuch 100 cem 0,1 °/jige 
Salzsiure durch Schlundsonde verabreicht wurden, den Gaswechsel unter- 
sucht, fand auch vielfach relativ niedrige R.-Q., jedoch nicht ohne Ausnahme. 
Diese Versuche sind in der obigen Tabelle nicht enthalten. 

*) Hier ist méglicherweise ein Zusammenhang mit der spezifisch-dyna- 
mischen Wirkung im Gesamtstoffwechsel vorhanden. 

4) Die hier gefundenen Acetonendwerte der Leerversuche entsprechen 
den friiher von Embden als Basis seiner Versuche betrachteten Leerwerte 


(vgl. S. 110). 








Uber die Umwandlung von Fett in Kohlehydrat. 119 


in denen Phosphatid der Leber kiinstlich zugeftihrt wurde, schwankt 
der zum SchluB gefundene Acetongehalt des Blutes meist zwischen 
38 und 61 mg auf 1000 cem, nur 2mal ist er wesentlich hoher. 
Der Gaswechsel verliuft in den Leerversuchen (Versuch 1—4) ganz 
iihnlich wie er auch in den Kurven des auf Fig. 2 graphisch dar- 
gestellten Versuchs 1 zum Ausdruck kommt. In den ersten 70 Mi- 
nuten bleibt der Sauerstoffverbrauch der Leber gleich oder sinkt 
nur wenig ab, waihrend der R.-Q. gleichzeitig allméhlich ansteigt. 

In den Versuchen 5—15 der Tab. 2 ist der Verlauf des Sauer- 
stoffverbrauchs und des R.-Q. in der Vorperiode der Versuche 
mit Phosphatidzusatz dem der Leerversuche sehr ahnlich. Dagegen 
ergibt die Untersuchung des nach dem Phosphatidzusatz ent- 
nommenen Blutes ein ganz anderes Verhalten des Lebergaswechsels. 





Der Sauerstoffverbrauch steigt regelmaiBbig — oft um sehr erheb- 
liche Betrige — an, wihrend der R.-Q. ausnahmslos stark ab- 


sinkt (vgl. Spalte 6 und 7). Der maximale Ausschlag des Sauer- 
stoffverbrauchs ist in einigen Versuchen erst bei der zweiten [nt- 
nahme nach Zusatz der Phosphatidemulsion festzustellen; ebenso 
wird der tiefste Wert des R.-Q. oft auch erst bei dieser Entnahme 
sefunden. Gegeniiber dem ganz einheitlich erfolgenden Anstieg 
des Sauerstoffverbrauchs verhilt sich die Kohlensiureproduktion 
der Leber nach der Phosphatidzufuhr verschieden (vgl. Spalte 7 
und 8, CO,). In den meisten Versuchen nimmt sie in mehr oder 
weniger starkem Grade ab, oft bleibt sie gleich oder steigt sogar 
nicht unwesentlich an. Da auch in den Fallen, in denen die CO,- 
Produktion ansteigt, der R.-Q. ausnahmslos stark gesenkt ist, 
darf der Phosphatidzusatz mit um so gréBerer Sicherheit als 
Ursache des Absinkens des R.-Q. betrachtet werden. 

Aus allen Versuchen geht demnach hervor, da’ die kiinst- 
liche Zufuhr von Phosphatid eine deutliche Steigerung der Fett- 
verbrennung in der Leber verursacht, die bis zu einem gewissen 
Grade auch in dem gegenitber den Leerversuchen vermehrten 
Acetessigsiuregehalt des Blutes zum Ausdruck kommt. 

Die Phosphatide missen auf Grund dieser Ergebnisse sicher 
als Aktivatoren der Fettverbrennung in der Leber aufgefaBt 
werden; wie weit sie dariiber hinaus als ausgesprochene Zwischen- 
stufen der Fettoxydation anzusehen sind, geht aus den bisher 
mitgeteilten Versuchen noch nicht hervor. Im allgemeinen gewann 
‘ch den Eindruck, daB die aktivierende Wirkung der Phosphatide 
ven ihrem Gehalt an ungesiattigten Fettsiiuren abhiangig ist. So 
wurden die deutlichsten Ausschlige in jenen Durchblutungs- 
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versuchen erhalten, bei denen Herzkephalin zugesetzt wurde, 
dessen Jodzahl durchschnittlich um 50°/, hoéher war als die der 
von mir verwendeten Lecithinpriparate, die vielfach weniger 
deutliche Ausschlige ergaben, freilich auch nicht so fein emul- 
cierbar waren. 

Setrachtet man weiterhin die an der isolierten Leber ge- 
wonnenen Ergebnisse in Zusammenhang mit den bereits vor- 
liegenden Erfahrungen iiber die Phosphatide, so gewinnt man die 
Vorstellung, da die Oxydation der Fettsiuren vorwiegend im 
Phosphatidverbande erfolgt. 

Ks ist besonders hervorzuheben, da®B in der Leber, die doch 
im Zentrum des Fettstoffwechsels steht, normalerweise der weitaus 
groBte Teil der Fettsiuren in den Phosphatiden gebunden ist?), 
und da ferner alle Organe mit groBer Energieproduktion pro 
Gewichtseinheit wie Herz, Niere und Gehirn, die wahrscheinlich 
auch die Fahigkeit haben, Fett direkt bis zu Endprodukten zu 
verbrennen, einen hohen Phosphatidgehalt aufweisen. Diese 
Phosphatide sind immer reicher an ungesittigten Fettsauren als 
das Neutralfett der gleichen Organe.?) 

Nach Joannovicz und Pick’) findet man nach einer vorangegangenen 
Verfiitterung von Lebertran die stark ungesittigten Fettsiuren des Trans 
zunachst in den Phosphatiden der Leber wieder; die Jodzahl der letzteren 
steigt voriibergehend auf den hohen Wert des Lebertrans an, geht dann aber 
im Laufe der nachsten 24 Stunden auf den vor der Fiitterung vorhandenen 
Normalwert zuriick. Ahnliche Versuche von Sinclair und Bloor‘) ergeben, 
daB nach Verfiitterung von Fetten mit charakteristischer Jodzahl die Zu- 
sammensetzung der Phosphatide in verschiedenen Organen entsprechend 
verandert wird, d. h., daB die Fettsauren des verfiitterten Fettes sehr bald 
im Phosphatidverbande gefunden werden. Auch bei lingerem Hunger, der 
natiirlich eine starkere Fettverbrennung im Gefolge hat, nimmt die Jodzahl 
der Leberphosphatide betrachtlich zu [Joannovicz u. Pick?®)]. 

Bloor ) weist schon darauf hin, daB die Léslichkeit bzw. der 
Dispersititsgrad der Phosphatide in wifrigen Medien viel gréBer 
ist als bei den Fetten. In einigen bisher noch nicht erwahnten 
Durchblutungsversuchen habe ich statt Phosphatid Oliven6d] in 
feinster Emulsion der Durchstrémungsfliissigkeit zugesetzt und 
dabei Ergebnisse erzielt, die den in Tab. 2 zusammengestellten 


1) Artom, Bull. Soc. Chim. biol. 7, 1099 (1925). 

2) Hb. norm. path. Physiol. Bd. V, S. 628 (1928). 

3) Joannovicz u. Pick, Wiener klin. Ws. 23, 573 (1910). 
4) Sinclair u. Bloor, Amer. J. Physiol. 90, 516 (1929). 
*) Physiol. Rev. 2, 92 (1923). 





























Uber die Umwandlung von Fett in Kohlehydrat. 1? 1 


beziiglich des Gaswechsels zwar qualitativ aéhnlich waren, quanti- 
tativ aber weit weniger hervortraten; nur beziiglich der Aceton- 
bildung waren die Ausschlige vielfach nicht geringer als nach 
Zusatz von Phosphatid. Dagegen verursachten ungesittigte Fett- 
siuren, die aus der Kephalinfraktion durch Verseifung dargestellt 
und als Natriumsalze der Durchstrémungsfliissigkeit zugesetzt 
wurden, nicht nur keine Steigerung des Fettstoffwechsels, sondern 
fiihrten auch eine Hamolyse des Blutes herbei. 

SchlieBlich sei noch eine auf anderem Gebiet gelegene Unter- 
suchungsreihe!) erwaihnt, bei der der Phosphatid- und Fettgehalt 
von befruchteten und bebriiteten Hiihnereiern in den verschiedenen 
Stadien der Entwicklung bestimmt wurde. Hier ergab sich, dab 
die Fettoxydation, die den gesamten im Laufe der Entwicklung 
mehr und mehr ansteigenden Knergieumsatz bestreitet, immer 
verbunden ist mit einem entsprechend starken Phosphatidabbau. 


Auf Grund all dieser Erfahrungen gewinnt man ungefihr 
folgende Vorstellung itber die Rolle der Phosphatide im Fettstoff- 
wechsel: Die in den Phosphatiden gebundenen ungesittigten 
Fettsiuren sind einer Oxydation besonders zugianglich und werden 
in einem bestimmten Oxydationsstadium aus dem Phosphatid- 
molekiil abgespalten. Fiir die Resynthese der Phosphatide werden 
in erster Linie schon vorhandene ungesattigte Fettsiiuren bevor- 
zugt. Ob nun an den Fettséuren des Phosphatidmolekiils nur 
weitere Doppelbindungen entstehen, oder ob auch schon in diesem 
Verbande Oxy- und Ketofettséuren gebildet werden, ist vorlaufig 
noch nicht zu entscheiden. Mit der oxydativen Verkiirzung der 
Fettsaurekette um 2 C-Atome, wie sie der Knoopschen?) f-Oxy- 
dation entspricht, muB8 natirlich eine Abtrennung von Sauren 
aus dem Phosphatidmolekiil verbunden sein. Dagegen ist es wahr- 
scheinlich, daB die dieser Abspaltung vorangehenden oxydativen 
Prozesse sich im Phosphatidverbande abspielen, ja fiir die zur Ver- 
mehrung der Doppelbindungen fithrenden Dehydrierungsvorginge 
darf dies als sicher erwiesen gelten. 

Die in den Phosphatiden aufgefundenen, mehrfach ungesiittig- 
ten Fettséuren enthalten ihre Doppelbindungen in der von der 
Carboxylgruppe entfernten Halfte der Kohlenstoffkette’), und 
wenn man die mit dem Auftreten von Doppelbindungen ver- 


1) Jost u. Sorg, Unveréffentlichte Untersuchungen. 
*) F. Knoop, Beitr. chem. Physiol. u. Path. 6, 150 (1905). 
3) André, Bull. Soc. chim. biol. 8, 974 (1925). 
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bundenen Dehydrierungsvorgange und die oxydative Verkiirzung 
der Fettséureketten in inneren Zusammenhang bringen will, so 
dringt sich die Frage auf, ob nicht gerade im Phosphatidverbande 
auch an weit von der veresterten Carboxylgruppe entfernten 
Stellen eine bis zur Bildung niederer Fettsiiuren fortschreitende 
Oxydation eintreten kénnte. Fiir diese Annahme sind immerhin 
einige Anhaltspunkte vorhanden. 

Meigs Blatherwick und Cary?) haben naémlich gefunden, 
daB die Fettsiuren der Milch aus den Phosphatiden des Blutes in 
der Brustdriise abgespalten werden. Es ist nun bekannt, daB im 
Milchfett alle aliphatischen Saéuren mit gerader C-Atomzahl von 
C, bis Cy, enthalten sind, wie Knoop schon friihzeitig hervor- 
vehoben hat, wihrend bisher in keinem Phosphatid so verschieden- 
artige Fettsiuren aufgefunden wurden. Die niederen Fettsauren 
des Milchfettes dirften demnach z. T. erst in der Brustdriise 
durch oxydative Abspaltung aus hdheren, in den Phosphatiden 
vebundenen Fettsiuren entstehen. 

Diese Ergebnisse bestiatigen also nicht nur die im voran- 
gehenden Teil erhobenen Befunde, da8 die Fettsiuren der Phos- 
phatide besonders leicht einer Oxydation unterliegen, sondern sie 
sprechen auch fiir die oben dargelegte Auffassung, daB gerade der 
Abspaltung der Fettséuren aus dem Phosphatidmolekiil umfang- 
reiche oxydative Abbauvorgiinge vorangehen. 

Ich méchte aber noch einen Schritt weiter gehen und die 
Frage aufwerfen, ob nicht umgekehrt auch der Aufbau hoherer 
Fettsiuren im Verbande des Phosphatidmolekiils erfolgen kann. 
Das haufige Auftreten von Arachidonsiure im Phosphatidmolekiil 
kénnte diese Uberlegung rechtfertigen. Denn die aus 20 C-Atomen 
bestehende Kette der Arachidonsiiure wird im intermediiren 
Stoffwechsel der tierischen Organe sicher synthetisch gebildet, da 
sie in den pflanzlichen Nahrungsfetten bis jetzt nicht gefunden 
wurde und auch im Depotfett?) nur in ganz minimalen Mengen 
vorhanden ist. Vielleicht sind also die Phosphatidmolekiile ganz 
allgemein als Geriiste aufzufassen, an denen sich wichtige Abbau- 
und Aufbauvorgiinge des intermediiren Fettstoffwechsels ab- 
spielen. 

Wie nun auch im besonderen die Oxydation des Fettes vor 
sich gehen mag, so viel diirfte sicher erwiesen sein, daB die Fett- 


1) J. biol. Chem. 87, 1 (1919). 
2?) Eckstein, J. biol. Chem. 64, 797 (1925). 
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siuren im Verbande des Phosphatidmolekils leichter oxydiert 
werden als in dem des Neutralfettes. Diese Tatsache ist méglicher- 
weise in erster Limie auf den hohen Dispersionsgrad der Phospha- 
tide im waBrigen Medium der Zellen zuriickzufthren; die Fahig- 
keit, mit hochmolekularen Substanzen — z. B. mit Kiweib!) — 
lockere wasserlésliche Verbindungen einzugehen, macht sie Phos- 
phatide wahrscheinlich auch besonders geeignet, Fermentsubstrat- 
komplexe zu bilden. AuBerhalb dieser Komplexe wiirden dann 
nur niedere intermediaére Oxydationsprodukte der Fettsiuren in 
Erscheinung treten, eine Vorstellung, die erklaren koénnte, weshalb 
niemals hohere Oxy- und Ketofettsdiuren aufgefunden werden. 


C. Wher die Bildung von Zucker in der glykogenfreien Leber. 


Das Problem der Zuckerbildung aus Fett?) wird heute noch 
von den meisten Forschern als ungeklirt betrachtet; es wird 
zugegeben, daB einige Beobachtungen beim Diabetes mellitus des 
Menschen und viele sonstige Untersuchungsergebnisse eine Um- 
wandlung von Fett in Zucker wahrscheinlich machen, daB aber 
die Versuchsresultate in ihrer Beweiskraft durch die viel stiarker 
hervortretende Zuckerbildung aus Eiweifs immer _ beeintrichtigt 
sind. Einige Forscher, vor allem Lusk?) und Thannhauser’) 
lehnen die Moéglichkeit einer Zuckerbildung aus Fett vollig ab. 
Besonders die Betrachtungen beim Diabetes mellitus des Menschen 
fiihren leicht zu eimer ablehnenden Stellungnahme, da sich hier 
eine Mehrbildung von Zucker aus dem Nahrungsfett niemals 
direkt nachweisen JéBt.*) 

1) Macheboeuf, Bull. Soc. chim. biol. 11, 268 u. 485 (1929). 

*) Lit., zit. S. 91, Anm. 2. 

3) Biochem. Z. 156, 334 (1925). 

4) Dtsche med. Ws. 1927, S. 1676. 

5) Als Argument wird ferner die Tatsache angefiihrt, daB die Fette beim 
Diabetes mellitus niemals antiketogen wirken, was doch bei einer Entstehung 
von Zucker aus Fett der Fall sein miiBte. 

Nun lehrt aber das Studium des Intermediarstoffwechsels, daB die 
hoheren Fettséuren bei ihrem oxydativen Abbau in Produkte zerfallen, die 
entweder selbst Ketonkérper sind oder in solche leicht tibergefiihrt werden. 

Primar miissen also aus Fett groBe Mengen von Ketonkérpern entstehen 
und ohne die Annahme, daB hierbei direkt oder indirekt auch antiketogen 
wirkende Zwischenstufen gebildet werden, ist die Tatsache einfach un- 
verstandlich, daB leichte und mittelschwere Diabetiker bei der Petrén-Fettdiit 
nach kurzer Gewohnungszeit schlieBlich ohne starkere Acidosis bleiben. 

Die schwersten Fille, bei denen die Fahigkeit zur Zuckerverbrennung 
ganz geschwunden ist, gehen dem gegeniiber auch bei reichlicher Kohlehydrat- 
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Ks wurde schon erwahnt, daB die isolierte Fettleber phlorrhi- 
zinierter Hunde spontan Zucker aus Stoffen bildet, die das Hexose- 
molekiil nicht vorgebildet enthalten, und im folgenden Abschnitt 
wird versucht, die Quelle dieses neugebildeten Zuckers aufzukliren. 

In neuerer Zeit haben Burn und Marks?) in Durchblutungs- 
versuchen an isolierten glykogenarmen Lebern von Katzen, die 
lingere Zeit vorher nur mit Fett gefiittert worden waren, eine 
betrichtliche Zuckerbildung festgestellt. Als Muttersubstanz des 
neugebildeten Zuckers sahen die Autoren das Fett der Leber an, 
da sie glaubten, die Herkunft aus Kiweif auf Grund von gleich- 
zeitigen Harnstoff- und Ammoniakanalysen ausschlieBen zu 
konnen. 

Chaikoff und Weber?) untersuchten den EinfluB von 
Adrenalin auf die Zucker- und Stickstoffausscheidung pankreas- 
loser Hunde. Sie machten dabei den Befund, da in jenen Perioden, 
in denen nach MaBgabe des Harnquotienten J/N eine Zucker- 
bildung aus Fett wahrscheinlich war, die Phosphorsiureausschei- 
dung im Urin stark zunahm. Diese auffallige Feststellung legte 
es besonders nahe, nach Zusammenhingen zwischen Phosphatid- 
abbau und der Zuckerbildung aus Fett zu suchen. 

Bei Durchstrémungsversuchen an Phlorrhizinfettlebern laBt 
sich, wie oben geschildert, ein deutlicher Phosphatidabbau nach- 
welsen, mit dem die hier vorherrschende Fettoxydation in Zu- 
sammenhang gebracht werden muf. Aus der einfachen Tatsache 
dieses Zusammenhanges k6nnen natiirlich keine Schliisse tiber die 
Art der Fettoxydation gezogen werden. 

Bei der Durchstrémung isolierter Phlorrhizinfettlebern werden 
nun auBer Zucker groBe Mengen von Ketonk6érpern gebildet, wie 
schon Embden und Lattes%) gefunden haben; der Acetongehalt 
des Durchstrémungsblutes steigt dabei auf das 10fache des bei 
normalen glykogenhaltigen Lebern beobachteten Wertes an. Jene 
Art des oxydativen Fettabbaus, die nach unserer Auffassung als 


zufuhr an Acidosis zugrunde. Das Ausbleiben einer starkeren Acidosis setzt 
also m. E. Bildung und Umsatz von Zucker oder Zuckervorstufen voraus, 
die bei an Petr(nkost gewohnten Patienten mit groBer Wahrscheinlichkeit 
aus Fettsiuren herrihren diirften. 

Beim Diabetes mellitus scheint also das AusmaB der Zuckerbildung aus 
Fett von der mehr oder weniger erhaltenen Fahigkeit des Organismus zur 
Zuckerverbrennung abhangig zu sein. 
1) J. Physiol. 61, 497 (1926). 
2) J. biol. Chem. 76, 813 (1928). 
3) Embden u. Lattes, Beitr. chem. Physiol. u. Path. 11, 327 (1908). 
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typischer /-Oxydationsvorgang zur volligen Verbrennung oder 
unter bestimmten Bedingungen zur Bildung von Ketonkérpern 
fiihrt, tritt also in der Phlorrhizinfettleber, wie bei der Fettleber 
pankreasdiabetischer Tiere!) wie auch beim pankreasdiabetischen 
Gesamtorganismus stark in den Vordergrund. 

Wie weit hierbei Abbauprodukte des intermediiren oxydativen 
Fettstoffwechsels zur Kohlehydratsynthese verwendet werden, ist 
Gegenstand der nachstehenden Untersuchungen an der Fettleber 
phlorrhizinierter Hunde. 

Die Zuckerbildung in der Phlorrhizinfettleber wird nach 
Verlauf der ersten halben Stunde stark verlangsamt?), wihrend die 
Ketonk6érperbildung weiterhin im gleichen Ausma fortschreitet. 
Bei kiinstlicher Zufuhr von Phosphatid lie sich nun ebenso wie 
in den friiheren Versuchen von Embden, Schmitz und Witten- 
berg?) nach Zusatz andersartiger Substanzen eine weitere wher 
das MaB des Leerversuchs hinausgehende Zuckerbildung feststellen. 
Dies war ein wichtiges Anzeichen, aber noch kein vollgiiltiger 
Beweis dafiir, da{ der mehrgebildete Zucker aus den Fettsiiuren 
des zugesetzten Phosphatids herriihrte. Im Leerversuch wie im 
Hauptversuch ist nun die nach etwa 30 Minuten eintretende Ab- 
nahme der Zuckerbildungsfihigkeit mit einer Verminderung des 
Sauerstoffverbrauchs und mit einem Steigen des R.-Q. verbunden, 
die im Hauptversuch nach Phosphatidzusatz erneut eintretende 
Zuckerbildung dagegen von einer Erhéhung des Sauerstoff- 
verbrauchs und einem Sinken des R.-Q. begleitet. 

Kin derartiger Doppelversuch sei zunachst in graphischer 
Darstellung wiedergegeben. (Vgl. Tig. 6.) 

Wie in Fig. 5 sind der Sauerstoffverbrauch und der _ respiratorische 
Quotient der Leber in ihren Schwankungen wahrend der Versuchszeit kurven- 
maBig dargestellt, und zwar im oberen Teil der Figur. Fiir den Sauerstoff- 
verbrauch gilt die gestrichelte Linie und fiir den R.-Q. die strichpunktierte 
Linie. In das gleiche System sind die Kurvenpunkte fiir den Zuckergehalt 
der Durchstrémungsfliissigkeit zu den verschiedenen Zeiten eingetragen und 
durch eine ausgezogene Linie verbunden. Von den gefundenen Blutzucker- 
werten ist der urspriingliche Zuckergehalt der Durchstr6mungsfliissigkeit, 
der im Leerversuch 24 mg-°/), im Hauptversuch 27 mg-°/, betrug, abgezogen, 
so daB die den Kurven zugrunde liegenden Werte direkt den von der Leber 
an das Blut abgegebenen Zuckermengen entsprechen. Im unteren Teil der 
Figur ist jeweils fiir den gleichen Versuch die Zunahme des Gesamtacetons 
in der Durchstrémungsfliissigkeit nach dem gleichen Schema wie in dem 
oberen Koordinatensystem graphisch dargestelit. 


1) Vol. Anmerkung 3 auf S. 124. 
2) Embden, Schmitz u. Wittenberg, Diese Z. SS, 210 (1913). 
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Man erkennt aus der Blutzuckerkurve des Leerversuchs 
(Versuch 2), daB hier der Zucker in den ersten 30 Minuten sehr 
stark, dann aber bis zum SehluB der Durchblutung in geringem, 
ungefiihr gleichbleibendem MaBe weiter ansteigt. Der Sauerstoff- 
verbrauch der Leber (gestrichelte Linie) beginnt nach 30 Minuten 
abzusinken unter gleichzeitigem Ansteigen des R.-Q. (strich- 
punktierte Linie). Aus dem geradlinig ansteigenden Verlauf der 
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Die linke Halfte der Figur gibt den Verlauf eines Leerversuches wieder, 
in der rechten Halfte ist ein unter genau den gleichen Bedingungen angestellter 
Phosphatidversuch dargestellt. In dem letzteren wurde zu dem mit J} bezeich- 
neten Zeitpunkt eine Phosphatidemulsion der Durchstrémungsfliissigkeit 
zugesetzt. 


Acetonkurve, die im unteren Teil der Figur dargestellt ist, geht 
nun hervor, daB die Ketonkérperbildung in der Phlorrhizinfett- 
leber auch in den spiteren Versuchsperioden in etwa dem gleichen 
MaBe weiter verliuft, wie in den ersten 30 Minuten; daher kann 
die Abnahme des Sauerstoffverbrauchs und das Ansteigen des 
R.-Q. im Leerversuch nicht auf eine Verminderung der oxydativen 
Ketonkérperbildung in der Leber bezogen werden. Da dem- 
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gegeniitber die Zuckerbildung nach 380 Minuten deutlich ver- 
langsamt ist, dirften die geschilderten charakteristischen Ver- 
anderungen des Gaswechsels wohl sicher mit der Verminderung 
der Zuckerbildung, welches auch ihre Quelle sein mag, in Zu- 
sammenhang stehen. Dabei kann der flachere Verlauf der Blut- 
guckerkurve nach 80 Minuten natiirli¢h durch eine nach Ver- 
minderung der Fettverbrennung stirker einsetzende Kohlehydrat- 
oxydation mitverursacht sein. Sowohl der Abfall des Sauerstoff- 
verbrauchs als auch der Anstieg des R.-Q. wiiren damit vereinbar. 

In der rechten Halfte der Figur sind die gleichen Kurven 
fiir einen Versuch mit Phosphatidzusatz dargestellt. Hier erkennt 
man zunichst aus dem Verlauf der Acetonkurve, daBb die Keton- 
kérperbildung durch den Phosphatidzusatz gar nicht beeinflubt 
wird. Dagegen steigt die Blutzuckerkurve, die zur Zeit des Phos- 
phatidzusatzes schon den charakteristischen flacheren Verlauf der 
zweiten Versuchsphase nahm, kurze Zeit nach dem Zusatz erneut 
in stirkerem Mae an, und dieser Anstieg ist begleitet von einer 
Zunahme des Sauerstoffverbrauchs und einem Sinken des R.-Q. 
Wie im Leerversuch ist auch hier.die Verinderung des Gasweclisels 
mit dem Verlauf der Zuckerbildung der Leber in Zusammenhang 
zu bringen; das gegeniiber dem Leerversuch abweichende Ver- 
halten des Gaswechsels und der Zuckerbildung nach 30 Minuten 
kann aber nur auf den Zusatz von Phosphatid zurickgefiihrt 
werden. 

In der Tab. 3 ist auBer Versuch 2, der in der Fig. 3 graphisch 
dargestellt ist, noch ein weiterer Leerversuch (Versuch 1) enthalten, 
der in den wesentlichen Punkten die gleichen Ergebnisse wie 
Versuch 2 der Tabelle zeigt. Ferner sind in dieser Tabelle auBer 
dem graphisch dargestellten Versuch 6 noch vier weitere Ver- 
suche mit Phosphatidzusatz zusammengestellt, die auch bis auf 
Versuch 5 das gleiche Bild ergeben wie der schon besprochene 
Versuch 6. 

Der Sauerstoffverbrauch, die Kohlensiureabgabe und der 
R.-Q. der Leber sind fiir vier bis fiinf verschiedene Zeiten des Ver- 
suchs in den Spalten 5—9 enthalten. Die Zeiten der Blutentnahme 
sind jeweils iiber den zusammengehoérigen Werten in Minuten vom 
Beginn des Versuches ab gerechnet angegeben. Aus den Spalten 10 
bis 14 sind der Gehalt an Gesamtaceton (Acetessigsiure +- Aceton) 
und der Zuckergehalt des Blutes zu verschiedenen Zeiten des 
Versuchs zu ersehen. Die obere Querreihe enthilt fiir jeden Ver- 
such die Angaben iiber den Acetongehalt, die untere Reihe die 
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Tabelle 
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(II. 
Phlorrhizin-Fettleber.) 
‘ 8 | 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 
des Versuches ; 
oe Zusatz 
Acetessigsiiure und 7 
‘ (an dem mit y 
Zuckergehalt des Blutes 
‘ bezeichneten 
0, CO, R.-Q. O, | CO,| R.-Q. in mg/1000 cem 
° | | Punkte 
70’ | 90’ | 30’ | 40’ | 50’| 90’ 
13,6 8,10 | 0,596 | 10,3 | 5,87| 0,570} Aceton] 1,2 50,2 79,8. 124 267 |50cem Ringer 
Zucker | 270, 650 | 670 730 830 
——— = 
| 380 180 
70’ | 10’ | 35’ | 50’ | 90’ 
11,6 | 5,52 | 0,476 | Aceton | 2,1/ 39,0 106 | 157 283 [50cem Ringer 
| Zucker | 240} 680 720 820 970 
| 480 250 
55’ | 70’ 20’ | 30’ | 45’ | 90’ 
15.3 6,00 | 0,392 11,2] 5,91|0,528] Aceton] 5,0 61 75 u 109 231 | 5g Kephalin 
Zucker | 280) 570} 650 730) 1170 
| 370 520 
55! | 80’ | 20°| 30° | 45’ | 80’ 
19,1 | 8,30/0,435 14,2] 5,54/0,390] Aceton] 1,5 69 90! 133 290 | 6g Kephalin 
| Zucker | 170 540. 590 740 1070 
| 420 480 
75 | 85’ | 15’ | 40’ | 55’ | 90" 
4,4 5,68 | 0,394 | 10,3 | 3,44 | 0,334] Aceton] — | 111 126 ‘ 190| 417 |] 8g Kephalin 
| Zucker | 310, 690) 760 890! 1090 
450 330 
70’ | 90’ | 20’ | 35° | 60’ 90 
i4,4 6,66 | 0,421 3,15] 2,86] 0,351] Aceton | 3,0 52,0) 105 \ 156 243 | 6g Kephalin 
Zucker | 270 560 | 620 910 1150 
350 530 
55° 20’ | 30’ | 40’ 80’ 
15,2 | 4,50 | 0,296 Aceton | — 57 | 103 | 124 256 | 8g Kephaliu 
Zucker | 240 460} 490 530 870 
250 330 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCVII. 9 
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uber den Blutzuckergehalt. Aus den Blutzuckerwerten ist fir 
jeden Versuch berechnet, um wieviel der Glucosegehalt des Blutes 
im ersten bzw. im zweiten Versuchsabschnitt, d. h. von dem Zeit- 
punkte ab, zu dem Zusatz von Ringerlésung oder von Phosphatid 
erfolgte, anstieg; diese Zunahmen sind jeweils unter den Blut- 
zuckerwerten angegeben. Man erkennt, daB in den Leerversuchen 
der Zuckergehalt in den ersten 380—35 Minuten um einen viel 
vrOBeren Betrag vermehrt wird als im zweiten Versuchsabschnitt, 
dessen Dauer sich auf 50—60 Minuten belief. In Versuch 1 und 
2 steigt der Blutzucker um 380 bzw. 480 mg in den ersten 35 bis 
40 Minuten gegeniiber 180 mg bzw. 250 mg in den darauf folgenden 
50—55 Minuten. Die Zuckerbildung im zweiten Versuchsabschnitt 
hetrigt also in Versuch 1 weniger, in Versuch 2 nur unwesentlich 
mehr als die Hilfte derjenigen der ersten Periode. In den Ver- 
suchen 3—7, in denen Kephalin vor Beginn des zweiten Versuchs- 
abschnitts der Durchstrémungsflissigkeit zugesetzt wurde, tiber- 
schreitet dagegen die Zuckerbildung in dieser zweiten Periode 
mit Ausnahme von Versuch 5 den Gesamtbetrag der ersten Ver- 
suchsperiode. In Versuch 5 ist die Zuckerbildung im zweiten 
Versuchsabschnitt zwar merklich geringer als in den ersten 40 Mi- 
nuten, aber immer noch erheblich gréber als in den beiden Leer- 
versuchen. Dieser Versuch zeigt, was mir als besonders wichtig 
erscheint, auch ein abweichendes Verhalten beziiglich der Keton- 
korperbildung; wihrend der Acetongehalt in den Versuchen 3, 4, 6 
und 7 nach dem Phosphatidzusatz nicht merklich starker ansteigt 
als vorher, wird gerade in Versuch 5 ein besonders hoher Endwert 
fur das im Blut nachweisbare Gesamtaceton (417 mg) erreicht, 
und aus den zu den einzelnen Zeitpunkten des Versuches ermittelten 
Acetonwerten des Blutes geht hervor, dah die Acetessigsiure- 
bildung nach dem Phosphatidzusatz im Gegensatz zu den. Ver- 
suchen 8, 4, 6 und 7 und auch zu den Leerversuchen deutlich 
gesteigert ist. Es scheint hiernach und nach friiheren gleichartig 
verlaufenden Versuchen fast so, als ob Ketonkérper- und Zucker- 
bildung aus Fett in der isolierten Fettleber konkurrierende, sich 
vegenseitig hemmende Vorginge seien. 

Das Verhalten des Gaswechsels in den Versuchen der Tab. 3 
entspricht der in Fig. 3 gegebenen graphischen Darstellung. Dem 
Absinken des Sauerstoffverbrauchs und dem Ansteigen des R.-Q. 
wihrend des zweiten Absehnitts der Leerversuche steht also ein 
Anstieg des Sauerstoffverbrauchs und ein Absinken des R.-Q. in 
der gleichen Periode der Phosphatidversuche gegeniiber. Nur ganz 
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gum SechluB zeigt sich auch in den Phosphatidversuchen eine 
Minderung der Atmung, die bald stiirker im Sauerstoffverbrauch, 
bald mehr in der Kohlensiiureproduktion zum Ausdruck kommt. 

Die nach dem Phosphatidzusatz eintretenden typischen Ver- 
‘inderungen des Gaswechsels lassen sich nur durch Bildung von 
Produkten unvollstindiger Oxydation aus dem zugesetzten Phos- 
phatid erkliren. Mit Ausnahme von Versuch 5 kommen als solche 
Intermediirprodukte Acetonkérper micht in Betracht, vielmehr 
spricht alles dafiir, daB wir gerade im Zucker, dessen Bildung 
durch den Phosphatidzusatz stark vermehrt wird, das unter den 
vegebenen Versuchsbedingungen am meisten charakteristische 
Umwandlungsprodukt der Phosphatide sehen miissen. 

Als Quelle des neugebildeten Zuckers kommen praktisch nur 
die Fettsaéuren des Phosphatids in Frage, weil die aus der gleich- 
zeitig frerwerdenden Phosphorsiiure berechnete Glycerinmeng: 
zur Deckung des entstehenden Zuckers bei weitem nicht ausreiéht.!) 

Ist aber der erneute Anstieg der Blutzuckerkurve durch die 
Zufuhr von leicht oxydierbarem Phosphatid mit mehrfach un- 
vesittigten Fettsiuren verursacht, so liegt es nahe, auch den 
spontan zu Beginn der Durchblutung in der Fettleber gebildeten 
Zucker wenigstens zum Teil auf eine Umwandlung von _ inter- 
mediiren Oxydationsprodukten des  Fettstoffwechsels zuriick- 
zufiihren. 

Weswegen etwa gleichzeitig mit der Abnahme des Sauerstoffverbrauchs 
in den Leerversuchen das Zuckerbildungsvermégen der Fettleber schon nach 
einer halben Stunde geringer wird und dementsprechend auch der nach Phos- 
phatidzusatz erfolzende Atmungsanstieg gegen SchluB des Versuches einem 
Wiederabsinken der Atmung Platz macht, das wiederum mit einer Abflachung 
der Zuckerbildungskurve verbunden ist, kann einstweilen nicht entschicden 
werden. Es liegt gewiB nahe, daB sowohl im Absinken der Atmung wie in der 
abnehmenden Fahigkeit zur Zuckerbildung aus Fett die wahrend des Ver- 
laufs des Durchstrémungsversuches dauernd fortschreitende Minderung der 
vitalen Leistungsfahigkeit der Leberzellen zum <Ausdruck kommt. Dabei 
scheint die Fahigkeit zur Fettoxydation zuerst beeintrachtigt zu werden, so 
da die Verbrennungsprozesse sich mehr und mehr auf die leichter oxydier- 
baren Stoffe, vor allem auf die Kohlenhydrate, erstrecken. Durch Zugabe 
groBer Phosphatidmengen kann die Minderung der vitalen Leistungsfihigkeit 
voribergehend kompensiert, ja sogar iiberkompensiert werden. 

Andererseits mu auch mit der Méglichkeit gerechnet werden, daB die 
beobachtete Abnahme der Atmung und der Zuckerbildung auf eine wihrend 


1) Die Berechnung des Glycerins als Aquivalent der abgespaltenen 
Phosphorsiuremenge liefert wahrscheinlich noch zu hohe Werte, weil es nicht 
als ausgeschlossen erscheint, daB aus dem Phosphatidmolekiil Phosphorsiure 
abgespalten wird, ohne dab Glycerin frei wird. 

9* 
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des Durchstrémungsverlaufs eintretende Verminderung der von vornherein 
vorhandenen oder zugesetzten Phosphatide, namentlich solcher mit stark 
ungesattigten Fettsdéuren, zuriickzufiihren ist. Die hier erérterten Fragen sind 
zum Teil einer experimentellen Prifung zugianglich. 

Wie man aber auch die hohe spontane Zuckerbildung der 
Phlorrhizinfettleber erklairen will, jedenfalls ist eine Analogie mit 
dem Verhalten der isolierten glykogenhaltigen Leber insofern vor- 
handen, als in beiden Fallen das Fett im ersten Versuchsabschnitt 
in gréBerem MaBe an den Oxydationsprozessen beteiligt ist als in 
den spiiteren Versuchsperioden. Nur durch Zufuhr von frischem 
Phosphatid mit ungesaéttigten Fettsiiuren kann eine stirkere 
Oxydation von Fettsiuren, wie sie zu Beginn der Durchblutung 
zweifellos vorhanden ist, erneut wieder erzwungen werden. 

Ks ist daher auch nicht erstaunlich, daB man mit Herzlecithin schlechtere 
tesultate erziclt als mit Herzkephalin, dessen Jodzahl um etwa 50°/, héher 
ist als die von Herzlecithinpraparaten. Hier sei noch eine gréBere Anzahl 
von Versuchsergebnissen erwahnt, die ich ganz zu Beginn dieser Unter- 
suchungen unter Verwendung von Herzlecithin gewonnen habe. Der Gas- 
wechsel der Leber wurde hier nicht untersucht; die Blutzuckerkurven unter- 
schieden sich nach Zufuhr von Lecithin nicht immer deutlich von denjenigen 
der Leerversuche, weshalb ich auf eine ausfiihrliche Wiedergabe dieser Ver- 
suchsergebnisse verzichten méchte. 

Aus den eben ausfiihrlich mitgeteilten Versuchsergebnissen 
scheint mir, soweit es sich bei dieser Versuchsanordnung iibersehen 
lift, mit Sicherheit hervorzugehen, da in der isolierten glykogen- 
freien Leber phlorrhizinierter Hunde Zucker aus intermediaren 
Oxydationsprodukten der Phosphatidfettsiuren gebildet wird), 
wobei sich ein auffalliger Antagonismus zwischen der Zucker- und 
der Ketonkérperbildung aus Fett erkennen labt. 

Tritt nach Zufuhr von frischem Phosphatid cine deutliche 
Zuckerbildung ein, so bleibt die Kurve der Ketonkérperbildung 
meist fast unbeeinfluBt; bleibt aber die Zuckerbildung der Leber 
unter diesen Bedingungen niedrig, so wird die Ketonk6érperbildung 
der Leber durch Phosphatidzusatz erheblich verstairkt (s. bes. 
Versuch 5, Tab. 3). In einem bestimmten Stadium des Oxydations- 
verlaufes scheinen demnach konkurrierende Méglichkeiten fiir dic 


1) Immer wieder drangt sich die Frage auf, weshalb beim Diabetes 
mellitus die Umwandlung von Fett in Kohlehydrat so wenig hervortritt. 
Ich habe daher ganz ahnliche Versuche wie die zuletzt beschriebenen auch 
an der Leber von pankreaslosen Hunden angestellt, konnte aber unter diesen 
Bedingungen bis jetzt keine sicheren Anhaltspunkte fiir eine Zuckerbildung 
aus Fett und aus Phosphatid finden. 
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weiteren Umwandlungen vorzuliegen, die zu I:ndprodukten oder 
Ketonkérpern oder zur Kohlehydratsynthese fihren kénnen. 
Wie Embden und Isaac!) gefunden haben, besteht in der 
isolierten Leber ein iihnliches alternierendes Verhaltnis zwischen 
der Ketonkérperbildung und dem Zuckerabbau zu Milchsiiure. 
Der am diabetischen Gesamtorganismus hervortretende Antago- 
nismus zwischen Ketonkérper- und Zuckerausscheidung darf, aber 
nach dem Vorhergehenden nicht als Ausdruck einer einfachen 
Wecehselbeziehung zwischen Ketonkérperbildung und Zucker- 
abbau angesehen werden, sondern nur als: Resultierende aus den 
verschiedenen intermediiren Beziehungen der Ketonkérper zuin 
YZuckerabbau einerseits und zur Zuckerneubildung andererseits. 


Voranstehende Untersuchungen sind ganz wesentlich ge- 
fordert worden durch die wertvollen Ratschlige, die mir Herr 
Professor EKmbden auf Grund seiner vielseitigen Erfahrungen 
verade auf diesem Gebiet geben konnte. Dafiir bin ich ihm zu 
besonderem Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung. 

I. An der isolierten Hundeleber wurde teils in Versuchen 
ohne Zusatz, teils in Versuchen mit Phosphatidzusatz eine Reihe 
von Vorgiingen verfolgt, und zwar die Anderung in der Verteilung 
der Phosphatide auf Blut und Leber, die Einwirkung des zu- 
gesetzten Phosphatides auf den Sauerstoffverbrauch und die Kohlen- 
siiureausscheidung sowie auf die Ketonkérper- und Zuckerbildung. 

Mierbei wurden zum Teil glykogenhaltige und fettarme Lebern, 
wie man sie nach Itagigem Hunger erhalt, zum ‘Teil fettreiche 
Lebern von Tieren nach 4tiagiger Phlorrhizinierung im Hunger- 
zustande verwandt. 

iI. 1. Bei diesen Untersuchungen ergab sich, daB der Durch- 
stromungsflissigkeit zugesetztes Phosphatid im Gegensatz zu dem 
von vornherein in den Blutkérperchen vorhandenen rasch von der 
Leber aufgenommen wird. 

2. Das in der Kettleber von vornherein vorhandene Phos- 
phatid spaltet reichliche Mengen von Phosphorsiure ab; dieser 
Spaltungsvorgang ist bei der Glykogenleber mit ihrem weniger 
auf Fettabbau eingestellten Stoffwechsel nicht deutlich nach- 
weisbar. 


1) Embden u. Isaac, Diese Z. 99, 297 (1917). 
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3. AusatzZ Von Phosphatid fuhrt auch an der Glykogenleber 
zu einer’ Steiverunge des Sauerstoffverbrauchs und der Acetessig- 
siurebildung, wahrend der R.-Q. stark absinkt. 

t. In. vleichartigen Versuchen an der Phlorrhizinfettleber 
beeinflubt der Phosphatidzusatz meist die von vornherein steilere 
Kurve der Ketonkorperbildung nicht, doch steigt auch hier der 
Sauerstoffverbrauch unter gleichzeitigem Sinken des R.-Q. an; 
namentlich aber kommt es dureh den Phosphatidzusatz zu emer 
vegenuber entsprechenden Kontrollversuchen stark vermehrten 
Zuckerbildung. 

[1]. Die Versuechsergebnisse werden folgendermaBen — ge- 
deutet: 

lL. Der Abbau der hdheren Fettsiiuren erfolgt unter inter- 
mediairer Phosphatidbildung. 

2. Aus dem Fettsiiureanteil der Phosphatide kann in der 
Phlorrhizinfettleber im kiinstlichen DurchstrOmungsversuch Zucker 


vebildet werden. 
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Nachdem das im Giinsemuskel entdeckte Anserin!)?, als 
Methylcarnosin erkannt war*) — die genaue Untersuchung der 
Abbauprodukte und ihr Vergleich mit synthetischen Verbindungen 
sicherte die Richtigkeit dieser Auffassung*) — wurden zuniichst 
die Muskeln einiger weiterer Vogelarten und schlieBlich einiger 
Reptilien auf das Vorhandensein von Anserin und Carnosin unter- 
sucht.5) Bei Gans, Truthahn, Taube und Kriahe konnte Anserin, 
nicht aber Carnosin isoliert werden (vgl. dazu °), beim Krokodil 
wurden Anserin und Carnosin nebeneinauder erhalten, bei Boa 
constrictor wurde nur Carnosin gefunden, wie friiher schon bei 
Untersuchung von Pythonmuskel.‘) Im Rindermuskel wurde nur 
Carnosin, kein Anserin gefunden.°) 

In der vorliegenden Mitteilung soll tiher die Untersuchung 
der Muskelextrakte eines Selachiers und einiger Teleostier auf 
Carnosin und Anserin berichtet werden. 

Uber das Vorkommen von Carnosin bei diesen Tierarten 
liegen einige Angaben von Clifford*) vor, die Muskelextrakte 
von Teleostiern colorimetrisch mit der Diazomethode untersuchte 
unter der allerdings nicht sehr gesicherten Annahme, daB etwa 
95°/, der die Diazoreaktion nach Pauly gebenden Sulstanzen in 
Form von Carnosin vorhanden seien.*) Sie stellte fest, dab Car- 
nosin bei einer groBen Zahl von Teleostierarten in erheblicher 
Menge regelmiBig vorhanden war, dab es aber bei einer Gruppe 
von Teleostiern, den ,Anacanthini* oder ..Weichtlossern= nach 
der alten Kinteilung, d. h. bei einigen Schollen- und Dorscharten, 
vollkommen fehlte. Auch bei Aufarbeitung der Muskelextrakte 
nach Dietrich?) blieb die Diazoreaktion in der Carnosintraktion 
bei diesen Tieren negativ. 

Vorher hatten Suzuki und Mitarbeiter!!: Angaben iiber das 
Vorkommen von Carnosin in Muskelextrakten vom Tai Makrelenart 
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Thunfisch, Lachs und FluBaal gemacht. Nach den angefiihrten 
Daten scheint aber nicht ganz sicher, daf es sich hierbei in allen 
Fallen um Carnosin und nicht um Anserin gehandelt hat, da die 
Analysenwerte der dargestellten Salze, wie die Schmelzpunkte 
zum Teil auch fiir diese Verbindung passen wiirden, und da vor 
allem in einem Fall ausdriicklich hervorgehoben wurde, daB die 
als Carnosin angesprochene Substanz keine Diazoreaktion gab. 
Bekanntlich gibt Anserin im Gegensatz zu Carnosin die Pauly- 
sche Diazoreaktion nicht. Das typische Carnosinkupfersalz wurde 
von den genannten Autoren nur in einem Fall — aus dem Flub- 
aalmuskel — erhalten. 

Untersucht wurden von uns Muskelextrakte vom Heringshai 
(Lamna cornubica) als Vertreter der Selachier, Kabeljau (Gadus 
morrhua) als Vertreter derjenigen Gruppe von Teleostiern, deren 
Muskeln nach Clifford (siehe oben) kein Carnosin enthalten, 
Hering (Clupea harengus), der nach Clifford Carnosin bildet, 
ferner Meeraal (Conger vulgaris) und FluBaal (Anguilla vulgaris), 
schlieBlich FluBbarsch (Perca fluviatilis) als SiiBwasserteleostier, 
bei dem Clifford Carnosin nachwies. . 

Die folgende Zusammenstellung gibt eine Ubersicht iiber die 


Ergebnisse: 





Nach In den von uns untersuchten 
Clifford Muskelextrakten 
Carnosin 

bzw. Diazoprobe Anserin Carnosin 


Diazoprobe 


Lamna cornub. . — miBig + gefunden nicht gef. 
Gadus morrh. . . b “ gefunden nicht vorh. 
Clupea hareng. 4 + nicht gef. | nicht gef. 
Conger vulg. b gefunden | nicht vorh. 
Anguilla vulg.. . + 4 nicht gef. | gefunden 
Perea fluviat. .. + + nicht gef. | nicht gef. 








Beim Heringshai ist also Anserin in gréBeren, Carnosin 
héchstens in sehr kleinen Mengen, die nicht isoliert werden 
konnten, vorhanden. Beim Kabeljau und Meeraal ist das Carnosin 
vollkommen durch Anserin ersetzt, wihrend beim FlufBaal nur 
Carnosin erhalten wurde. Aus den Muskelextrakten des Herings 
und FluBbarschs konnte weder Anserin noch Carnosin isoliert 
werden; der Ausfall der Diazoreaktion macht wahrscheinlich, 
daB bei beiden wenigstens die letzte Verbindung vorhanden war. 
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Die Tatsache, daB es sich bei den drei Fischarten, bei denen 
Anserin gefunden wurde, um Seefische handelt, und besonders, 
daB aus den Muskeln der Meeraale das methyltragende Anserin 
aus denen der FluBaale das methylfreie Carnosin erhalten wurde, 
und daB schlieBlich, wie friiher gezeigt werden konnte, die 
einen Trimethylaminoxyd bilden, die anderen frei davon sind"), 
regt zu der Uberlegung an, ob nicht bei der Bildung des Anserins 
ihnliche Faktoren mitwirken, wie bei der des T'rimethylamin- 
oxyds. Der Umstand, da bei Kabeljau und Meeraal Carnosin voll- 
kommen durch Anserin ersetzt ist, diirfte dafiir sprechen, dab 
dieses aus jenem durch Methylierung gebildet wird. Damit wiirde 
gleichzeitig die Anschauung, nach der sich die methylierten 
Muskelbasen von KiweiBabbauprodukten ableiten }%) ') eine weitere 
Stiitze erhalten, denn an der Herkunft des Carnosins (9-Alany)- 
Histidin) vom KiweiBmolekiil kann kaum gezweifelt werden. 


Experimenteller Teil. 


Die Aufarbeitung wurde bei den verschiedenen Fischarten 
ziemlich gleichartig durchgefiihrt: aus den wiBrigen Extrakten 
der nach Méglichkeit abpriiparierten und in der Fleischmaschine 
zerkleinerten Muskeln wurden die Basen nach Entternung der 
Hauptmenge des LEiweiBes durch Hitzekoagulation iiber das 
Phosphorwolframat abgetrennt und nach dem Kutscherschen 
Verfahren in Purin-, Histidin-, Arginin- und Lysinfraktionen auf- 
geteilt. Auf Anserin und Carnosin wurden vor allem die Arginin- 
fraktionen untersucht. Beim Kabeljau wurde auch aus der Lysin- 
fraktion Anserin isoliert. Bei Hering und Barsch, bei denen in 
den Argininfraktionen weder Carnosin noch Anserin isoliert werden 
konnten, wurden auch die Lysinfraktionen mit gleichem negativen 
Ergebnis aufgearbeitet. 

Innerhalb der einzelnen Basenfraktionen teilten wir weiter 
auf durch Fillungen mit Mercurisulfat und Methanol in schwefel- 
saurer Lésung, mit der Anserin und Carnosin fallen. Die Fillung 
kann, wie wir fanden, durch Verreiben mit heiBem Wasser von 
der Hauptmenge der Kreatininverbindung, die hierbei in Lésung 
geht, befreit werden. Weiter bewihrten sich zur Isolierung aus 
ziemlich weitgehend gereinigten Fraktionen die Fiallungen mit 
Flaviansiure und vor allem mit einer gesiittigten Lésung von 
Pikrinsiure in Methanol. Die Reihefolge der einzelnen Aus- 
fillungen wechselte bei den Aufarbeitungen der verschiedenen 
Extrakte etwas; sie wird unten kurz angegeben. Hinsichtlich 
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der technischen EHinzelheiten verweisen wir auf die Angaben in 
friiheren Arbeiten.*) °) 

Zur Identifizierung wurden vor allem die charakteristischen 
Kupfersalze des Carnosins beziehungsweise Anserins hergestellt 
und analysiert. Die Krystallform des Carnosinkupfers einerseits 
wie der friiher genauer beschriebene Farbenumschlag des Anserin- 
kupfers von Blau zu Rot beim Trocknen andererseits erleichterten 
wieder die Erkennung der Substanzen. Im Falle des Seeaales 
reichte die Menge der isolierten Verbindung, die von einer hart- 
nickig mitgerissenen Verunreinigung nicht ohne groBe Verluste 
befreit werden konnte, nur zu einer Bestimmung der N-Methyl- 
gruppe. Angesichts des typischen Verhaltens des Kupfersalzes 
konnte an der Identitit mit Anserinkupfer nicht gezweifelt werden. 
In den anderen Fallen wurden auBer dem Kupfersalz das Nitrat 
und Pikrat dargestellt und analysiert. In jedem Fall wurden 
die isohierten Substanzen auf das Vorhandensein der N-Methyl- 


gruppe untersucht. 


1. Heringshai (Lamna cornubica). 
7,4 kg Muskelbrei. 

Argininfraktion --> Fallung mit Quecksilbersulfat, Schwefel- 
siure und Methanol —> Fallung mit Flaviansiure -> Fillung mit 
methylalkoholischer Pikrinsiiure: Pikrat, Kupfersalz. 

Anserinpikrat 2,6 g, dreimal aus Wasser umkrystallisiert 
und getrocknet. Schmelzp. 210—215° (210—217°). 

4,801 mg Substanz gaben 7,095 mg CO,, 1.73 mg H,0. 


1. 

2. 4,550 mg ~ »  Sasoiee , », 8tmg «4 

3. 7,185 mg ” »» 1,80 cem N, (14,5°, 746 mm). 

4. 5,780 mg ia 1,063 cem N, (18°, 743 mm). 

5. 5,855 mg re . 1,070 cem N, (18°, 743 mm). 

6. 3,663 mg é . 1,795 mg AgJ. 

Fiir C,,H,,N,0,-C,;H,N,0, 

Ber. C 40,92°), H 4,08°/, N 20,90°, (N)CH, 2,67°/, 
Gef. ,, 40,31 40,32 ,, 4,03 4,03 », 21,07 21,09 20,96 » we 


Anserinkupfer. Krystallaggregate mikroskopischer Nidel- 
chen, wiiBrige Loésung tiefblau gefiirbt. Das schwerldésliche, zu- 
nichst ultramarinblaue Salz wird beim Trocknen rot. Zur Analyse 
wird es bei 130° im Vakuum getrocknet und im Schweinchen 


gewogen. Schmelzp. 227—229° (Zers.). 


. 12,320 mg Substanz gaben 3,155 mg CuO. 


7 
8, 8,935 mg 1,367 ecm N, (17°, 744 mm). 


, 


9. 7,703 mg ss . 1,154 eem ,, (17°, 748 mm). 
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Fiir C,,H,,N,O,:CuO Ber. Cu 19,89° , N 17,58°/, 
Gef. ,, 20,00 »» 17,68 17,86 
Die freie Base war optisch aktiv: Die wibrige Liésung zeigte 
bei c = 1,696°/,; ¢= 16°; 2=100 mm. « = +0,215°% 
Ce]h° = +12,39°. 


Die Diazoreaktion war negativ. 


2. Kabeljau (Gadus morrhua). 
5,24 kg Muskelbrei. 

Argininfraktion --> Fallung mit Flaviansiiure —> Chloraurat 
(z. T. olig) -> freie Base: Kupfersalz, Nitrat, Pikrat. 

Lysinfraktion --> Fillung mit Flaviansiure --> Fiillung mit 
(Juecksilbersulfat und Methanol --> Freie Base: Kupfersalz. 

Aus beiden Fraktionen zusammen 1,5 g freie Base. 

Anserinkupfer. Verhalten genau wie oben beim Heringshai 
beschrieben. Schmelzp. 228—230° (Zers.). 


10. 6,857 mg Substanz gaben 1,055 ecm N, (16,5°, 747 mm). 


11. 22,325 mg - » 17,338 mg Ag. 
Fiir C,,H,,N,O,-CuO Ber. N 17,53°), (N)CH, 4,70°), 
Gef. ,, 17,83 a 4.96 


Anserinnitrat. Schmelzp. 220—222°, 

12. 6,400 mg Substanz gaben 1,264 ecm Ny, (18°, 744 mm). 
Fiir C,,H,.N,O,* HNO, Ber. N 23,10°, Gef. N 22,68°/, 

Anserinpikrat. Schmelzp. 210—215°. 


13. 2,477 mg Substanz gaben 0,444 ecm Ny, (20,5°, 745 mm). 
14. 2,381 mg “ » 0,431 cem_ ,, (21°, 745 mm). 


Fiir C,,H,.N,O,-C,;H,N,0- Ber. N 20,90°, Gef. N 20,44 20,60° 


3. Meeraal (Conger vulgaris). 
7,4 kg Muskelbrei. 

Argininfraktion —> Fallung mit Flaviansiiure --> Freie Base: 
Kupfersalz. 

Anserinkupfer. 0,4 g von typischem Aussehen und Ver- 
halten. Das zunichst erhaltene Kupfersalz gab bei der Analyse 
nicht stimmende Werte, wurde deshalb zersetzt und in das Nitrat 
verwandelt, das hartnickig etwas Asche festhielt, und schlieBlich 
iiber das Phosphorwolframat erneut in das Kupfersalz iibergefiihrt. 
Schmelzp. 228—230° (Zers.). 

15. 20,077 mg Substanz gaben 13,62 mg AgJ. 

Fiir C,,H,,N,O,CuO Ber. (N)CH, 4,70°,, Gef. (N)CH, 4,34°/, 
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4. FluBaal (Anguilla vulgaris). 
6,87 kg Muskelbrei. 

Argininfraktion --> Fallung mit Quecksilbersulfat, Schwefel- 
siure und Methanol -> Freie Base: Kupfersalz. 

Carnosinkupfer. Mikroskopisch typische hexagonale, tief- 
blaue Platten. Bei einer (N)CH,-Bestimmung blieb jede Ab- 
scheidung von AgJ aus. Die Substanz enthielt also in der Tat 
keine (N)\CH,-Gruppe. Schmelzp. 221—223° (Zers.). 

Carnosinnitrat. Schmelzp. 218—220°. 

16. 5,072 mg Substanz gaben 7,045 mg CO,, 2,39 mg H,0. 


17. 4,795 mg _ » 6,665 mg ,, , 2,32 mg ,, 
18. 7,119 mg - » 1,539 ecm N, (17°, 732 mm), 
Fiir C,H,,N,O,HNO, — Ber. C 37,32°/, H 5,24°/, N 24,269, 
Gef. ,, 37,89 37,91 ,, 5,27 5,41 > 24,27 


Bei entsprechender Aufarbeitung lieBen sich bis jetzt weder 
Anserin noch Carnosin isolieren aus den Muskeln von Hering 
(Clupea harengus) und FluBbarsch (Perca fluviatilis). 

Die Mittel zur Durchfiihrung der vorliegenden Untersuchungen 
verdanken wir der Forschungsgemeinschaft der Deutschen Wissen- 


schaft. 
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Zur Kenntnis der Xanthophylle. ’) 
Von 
Richard Kuhn, Alfred Winterstein und Edgar Lederer. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem KaiserWilhelm-Institut fir Medizinische Forschung, Heidelberg, Institut flr Chemie. 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Mara 131.) 


An Farbstoffen der Carotinreihe, die der XNanthophyllforme! 
Cyo9H;,0. von R. Willstaétter und W. Mieg?) entsprechen, sind 
in krystallisiertem Zustand beschrieben: 





f }< 
(| 


Schmelzpunkt ae 
in CHCl, 


Xanthophyll aus griinen Bliittern . . | 173—174° (korr.)*) |+1386 bis 192°") 








Xanthophyll aus Schaf- und Kuhkot | 192—193° ¢) etwa + 90°°) 
Lutein aus Hiihnereidotter . . . . |195—196° (korr.)”°) + 72°° 
Zeaxanthin aus Mais, Physalis u. a. . | 201—202° (unkorr.)‘) — 70": 


Das Xanthophyll der grinen Blitter wird von L. Zech- 
meister?) auf Grund des schwankenden Drehungsvermogens als 
Gemisch isomerer Farbstoffe aufgefabt. Nach P. Karrer libt 





1) Vorgetragen von A. Winterstein in der Ziricher Chemischen Cesell- 
schaft am 27. Januar 1931. 

2) Liebigs Ann. 300, 1 (1907); R. Willstatter u. A. Stoll, Unter- 
suchungen tiber Chlorophyll, Berlin 1913, S. 231 ff. 

3) L. Zechmeister u. P. Tuzson, Ber. chem. Ges. 62, 2227 (1929). 
Das von P. Karrer u. H. Salomon, Helv. chim. Acta 18, 1063 (1930), aus 
Lowenzahnbliiten isolierte Xanthophyll stimmt im Schmelzp. 175—176° und 
{x]2° == + 167° mit der Beschreibung des Xanthophylls der griinen Blatte: 
nahe uberein. 

4) H. Fischer, Diese Z. 9%, 295 (1916). 

°>) P. Karrer u. A. Helfenstein, Helv. chim. Acta 13, 86 (1980). 
2. Willstatter u. H. H. Escher, Diese Z. 76, 214 (1911). 
. Karrer, H. Salomon u. H. Wehrli, Helv. chim. Acta 12, 700 


w~ 


") | 
*) } 
(1929). 

8) R. Kuhn, A. Winterstein u. W. Kaufmann, Ber. chem. Ges. 63, 
1489 (1930); L. Zechmeister u. L.v. Cholnoky, Liebigs Ann. 481, 42 
(1930). 
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sich der Schmelzpunkt durch wiederholte Fraktionierung bis auf 
IS6—187° erhohen. Es wurde bereits mehrfach erértert, ob 
der Farbstoff des Huthnereidotters eme Komponente des Blatt- 
xanthophylls darstellt.1) Gegenitiber der zuerst von M. Tswett?) 
durch Adsorptionsversuche begriindeten Annahme einer Mehrheit 
von Xanthophyllen in den griinen blattern, konnten R. Will- 
stiitter und A. Stoll) ,,die Méglichkeit nicht ausschheBben, dab 
die Krystalle des Xanthophylls der Chloroplasten aus sehr ahn- 
lichen isomorphen und isomeren Korpern bestehen, fiir deren 
Trennung wir keine priparativen Methoden haben‘. Lutein und 
das eigehender untersuchte Zeaxanthin gelten zur Zeit als ein- 
heitlich. Die aus Sehaf- und Kuhkot isolierten Farbstoffe stehen 
dem Lutein recht nahe. 

Wir haben versucht, die Frage nach der Einheitlichkeit des 
Xanthophylls zu kléren durch Darstellung des Farbstoffs aus ver- 
schiedenen grimen Laubblittern und aus verschiedenen gelben 
Blitenblattern und durch Fraktionierung der erhaltenen Prapa- 
rate, wobel unsere Aufmerksamkeit insbesondere auf Schmelzpunkt 
und Drehungsvermogen gerichtet war. Das in den Tabb. 1 und 2 
enthaltene Ergebnis ist, daB unabhingig von der Herkunft und 
Darstellungsweise, stets derselbe Farbst off vom Schmelzp.193 ° (korr.) 
und [@|i4 = +.160° (Chloroform) baw. [@]).j =-+ 145° (Essigester) 


(d = 
erhalten wird. 





Tabelle 1. 


Xanthophyllpraparate aus griinen Laubblattern. 











Pflanze Schmelzp. (kKorr.) [eleg Essigester 
Robkastanie (Aesculus hippocastanum ) 191 —191,5° + 144° 
Brennessel (Urtica dioica) . 2... 19] 191.5 +140 
Wiesenklee (Trifolium pratense). . 190,5—191 + 152 
(ielber Mais (Zea Mais) . . . .) 192,5—193 +140 
Luzerne (Medicago sativa) . . .. 192 —192,5 +143 
Spinat (Spinacia glabra)... 1... 191,5—192 +14] 
(iras . 192,5—193 +13 


1) LS. Palmer, J. of biol. Chem. 28, 261 (1915); H. Fischer u. 
R. Hess, Diese Z. 187, 133 (1929/30); R. Kuhn u. A. Winterstein, Naturw. 
18, 754 (1930); P. Karrer u. H. Salomon, Helv. chim. Acta 18, 1063 (1930). 

2) Die Chromophylle in der Pflanzen- und Tierwelt, Warschau 1910, 
S. 218 ff. 

°) Untersuchungen itiber Chlorophyll, Berlin 1913, S. 235. 
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Tabelle 2. 


Xanthophyllpraparate aus gelben Blitenblattern. 





' > —30 ay 
Pflanze Schmelzp. (korr.) [aig Kssigester 


Tagetes grandiflora . 192 —192,5° + 144° 








Helenium autumnale . . . . . . 191,5—192 +145 
Rudbecchia Neumannii 192,5—198 +141 
192, 5—193 +141 


Helianthus annuus!) 


Andere Xanthophyvlle kénnen im den untersuchten Blittern 
nach unseren Beobachtungen nur in untergeordnetem Mabe vor- 
handen sein. In den meisten Fallen war in den Mutterlaugen der 
beschriebenen Priparate nur noch ein klemer Teil des gesamten 
Farbstoffs enthalten. Bei der weiteren Fraktionierung der Prii- 
parate bheben Sehmelzpunkt und Drehungsvermégen imnerhalb 
der angegebenen Grenzen unverindert. Rolprodukte, die bei 
175—180° schmelzen, lassen sich durch wiederholte WKrystalli- 
sationen aus Methanol nur langsam und unter erheblichen Ver- 
lusten tiber 190° bringen. Dureh 1—2 malige Entmuischung 
zwischen Petrolither und Methanol und Imaliges Umkrystalli- 
sieren gelingt es aber, den Schmelzpunkt iiber 190° zu treiben, wobe1 
nur wenig Farbstoff verloren geht. In den Mutterlaugen des 
Xanthophylls aus Brennesseln und aus Tagetes heb sich spektro- 
<kopisch und durch die charakteristischen Farbreaktionen mit 
Ameisensiure und 25°/, iger Salzsiure etwas Violaxanthin, 
CioH;,0, 2) nachweisen, dessen Menge zur Isoherung in krystalli- 
siertem, aber nicht analysenreinem Zustand, ausreichte. Die 
Violaxanthin enthaltenden Fraktionen sind schwiicher rechts- 
drehend, da Violaxanthin nur [@|245 = +385° (Chloroform) zeigt. 
Die in einer vorlaiufigen Mitteilung’) angegebenen niedrigen 
Drehungswerte fiir Xanthophyllpraparate aus Gras und Brennesseln 
waren nicht durch einen Gehalt an Violaxanthin, sondern durch 
ungenaue polarimetrische Ablesungen bedingt. Sie werden  be- 
richtigt dureh die Zahlen der Tab. 1, fiir deren Bestimmung der 
Polarisationsapparat mit einer sehr lichtstarken Quarz-Cadmium- 
lampe beleuchtet wurde. 


1) Mit der weiteren Untersuchung dieses Xanthophylls ist Herr L. Zech- 
meister beschaftigt. Vgl. L. Zechmeister u. P. Tuzson, Ber. chem. Ges. 
63, 3203 (1930). 

*) R. Kuhn u. A. Winterstein, Ber. chem. Ges. 64, 326 (1930/31). 
Dieser Farbstoff stellt offenbar das Xanthophyll # von M. Tswett dar. 

“) R. Kuhn u. A. Winterstein, Naturw. IS, 754 (1930). 
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Ks ist wohl denkbar, da8 in den Chloroplasten der unter- 
suchten Laubblatter unter anderen Vegetationsbedingungen ein 
Xanthophyll gebildet wird, das verschieden ist von dem, das wir 
erhalten haben. In kleinen Mengen sind sicherlich noch andere 
Farbstoffe in den Xanthophyllfraktionen enthalten. Fiir das Ver- 
stiindnis der abweichenden Literaturangaben kommen aber auch 
der stark wechselnde Gehalt an Krystallmethanol und die erstaun- 
liche Saureempfindlichkeit der Xanthophylle in Betracht. 
Nach unseren Beobachtungen geniigt z. B. die Eimwirkung von 
n/100000-Oxalsiure, um den Schmelzp. 193° etwa 20° zu er- 
miedrigen und das spezifische Drehungsvermégen mehr als 50° zu 
steigern. Durch Entmischung in der beschriebenen Art laBt sich 
der urspriingliche Schmelzpunkt wieder erreichen. Danach ist es 
wahrscheinlich, da durch die Spur organischer Séure nicht etwa 
der gesamte Farbstoff isomerisiert, sondern nur ein Teil zersetzt 
wurde. Vielleicht vollzieht sich eine solche Zersetzune schon im 
absterbenden Blatt. 

Trotz vieler Bemuthungen ist es nicht gelungen, den 
Schmelzp. 193° (korr.) bis zu dem von KR. Willstatter und 
H. H. Escher fir den Farbstoff des Eidotters angegebenen 195 
bis 196° (korr.) zu erhohen. Beim spektroskopischen Vergleich m 
Schwefelkohlenstoff waren in Ubereinstimmung mit einer fritheren 
Beobachtung!) die Banden des Dotterfarbstoffes etwa 1 mu lang- 
welliger als die des Blattxanthophylls. 

Die nihere Untersuchung zeigte, dal die Farbstoffpraparate 
aus Hihnereidotter mit allen Eigenschaften zwischen denen 
unseres Xanthophylls (Schmelzp. 193°) und denen des Zeaxanthins 
(Schmelzp. 207°) legen, und wir konnten beweisen, da im 
Hithnereidotter em Gemisch wechselnder Mengen dieser beiden 
Marbstofte vorliegt, das sich in die einzelnen Komponenten zer- 
legen labt. 

Im Kinvernehmen mit Herrn RK. Willstatter schlagen wir vor, 
den Namen Lutein auf das bei 193° (korr.) schmelzende Xantho- 
phyll von | @})3 -+-160° (Chloroform) baw. [«@])g = +145° (Essig- 
ester) zu ubertragen. Dieser Farbstoff ist namlich die stark wber- 
wiegende Komponente des bisher als Lutein bezeichneten Xantho- 
phyllzemisches. Fiir dieses Gemisch einen besonderen Namen bei- 
zubehalten, erscheint entbehrlich, da seine Zusammensetzung 1n 


1) R. Kuhn, A. Winterstein u. W. Kaufmann, Ber. chem. Ges. 63, 
1459 (1930), Tabelle S. 1493. 
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sehr weiten Grenzen schwanken kann. Je nach der Fiitterung 
der Hihner lassen sich, wie Versuche von Herrn H. Brockmann 
ergeben haben, Eidotter gewinnen, die fast ausschlieBlich Zea- 
xanthin oder ganz iiberwiegend Lutein enthalten. Lutein und 
Zeaxanthin, die im Pflanzenreich weit verbreitet sind, kénnen aus 
der aufgenommenen Nahrung ohne chemische Verinderung in den 
Dotter des Huhnes gelangen. Der Dotterfarbstoff stellt somit 
nicht, wie angenommen war?), ein fiir den Stoffwechsel des Huhnes 
und anderer V6gel charakteristisches Pigment dar. 

Den Namen Xanthophyll gebrauchen wir als Gruppen- 
bezeichnung fiir die hydroxylhaltigen Carotinoide mit 40 Kohlen- 
stoffatomen. In einheitlichem Zustande sind nach dem Ergebnis 
dieser Untersuchung nur 4 Xanthophylle bekannt: Zwei 2 wertige 
Alkohole, CyjH;,0, (Luteim und Zeaxanthin), ein 4 wertiger, 
CyoH5,0, (Violaxanthin) und ein 6wertiger Alkohol, CypH5e0¢ 
(Fucoxanthin).?) 

In der folgenden Tabelle werden die aus kiuflichen Hihner- 
eiern erhaltenen Farbstoffpriiparate mit Lutein und Zeaxanthin 
verglichen. | 














, Farbstoff des | , . 
Lutein ‘ Zeaxanthin 
Hihnereidotters 
Schmelzpunkt (korr.) . . . 192,8—193,2 ° 195—196° 207° 
1. Absorpt.-Bande (CS,). . 508 509,5 517 
(uJ, in Essigester. . . . + 145° +70 bis +90° — 55° 
Léslichkeit in sied. CH,OH 1: 700 1: 1000 1: 1550 


Bei Beurteilung der Schmelzpunkte ist zu beriicksichtigen, 
da®B Lutein und Zeaxanthin 1m Gemisch keine Schmelzpunkts- 
ermedrigung zeigen. Das Schmelzpunktsdiagramm stellt an- 
nihernd eine Gerade zwischen den Schmelzpunkten beider Kom- 
ponenten dar. 

Die Unterschiede der Absorptionsbanden zwischen Dotter- 
farbstoff und Lutein sind bei Beobachtung im Gitterspektroskop 
nur gering. Die lchtelektrische Photometrie, tber die in der 
foleenden Abhandlung berichtet wird, lift gréBere Unterschiede 
der Absorptionsspektren zu beiden Seiten der Maxima erkennen 

1) Vgl. dazu L. S. Palmer, Carotinoids and related pigments, New 
York 1922, S. 182 ff. 

*) R. Willstatter u. H. J. Page, Liebigs Ann. 404, 237 (1914); 
P. Karrer, Vortrag in der Ziiricher Chemischen Gesellsch, am 27, Jan. 1931, 
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und daraus das Mischunesverhaltnis von Lutein und Zeaxanthin 
berechnen. Die in dieser Abhandlung angefiihrten optischen 
Schwerpunkte sind im Gitterspektroskop (LOwe-Schumm) unter 
Verwendung eines Blaufilters (Kupferoxyd~Ammoniak)  beob- 
achtet worden. Sie sind durchwegs langwelliger als die licht- 
elektrisch photometrischen Maxima, bei denen keme NKorrektur 
fir die Spaltbreite angebracht ist, so dab nur auf gleiche Weise 
ermittelte Werte vergleichbar sind. 

Aus den angegebenen Zahlen fiir das optische Drehungs- 
vermoégen liBt sich auf das Mengenverhiltnis von Lutein und 
Zeaxanthin schheBen. Fur em Xanthophyllpriparat aus bul- 
carischen Hiihnereiern) von [@|cq =-+ 81° berechnet sich z. DB. 
ein Gehalt) von (145—$1): (145 + 55) = 32°/, Zeaxanthin, was 
mit der durch lichtelektrische Photometrie desselben Praparates 
ermittelten Zahl sehr genau iibereinstimmt. 

Da die Loshehkeit des Dotterfarbstoffes ebenfalls zwischen 
der des Luteims (1: 700) und der des Zeaxanthins (1: 1550) hegt. 
halten wir es fiir wahrscheinlich, da& die beiden isomeren Farb- 
stoffe zur Bildung isomorpher Mischkrystalle befaihigt sind. Dies 
dirfte der Grund sein, warum eine Aufteilung in die Kompo- 
nenten durch Irystallisation bisher nicht gegliickt ist und der 
Farbstoff des Hihnereidotters als embheitliche Substanz erschien. 

Die Zerlegung des Dotterxanthophylles in seine Komponenten 
ist uns gelungen durch Adsorption aus Schwefelkohlenstoff in 
einer Siule von Calcitumearbonat nach dem Vorbilde der chromato- 
eraphischen Analyse von M. Tswett.1) Dabei wird das Lutein 
in der obersten Schicht zuriickgehalten, das Zeaxanthin bildet in 
einer tieferen Schicht eimen zweiten Farbring. Durch wieder- 
holtes NachgieBen von Schwefelkohlenstoff lassen sich beide Ringe 
immer weiter auseinanderbringen. Hebt man dann die Ringe aus 
dem Rohr, so kann aus dem oberen durch Eluieren mit Methanol 
nahezu optisch reines Lutein, aus dem unteren ther 70°%)/iges 
Zeaxanthin in krystallisierter Form gewonnen werden. 


1) M. Tswett, Ber. D. bot. Ges. 24, 316, 384 (1906); M.S. Tswett, 
Experimentelle und kritische Untersuchung iiber die physikalisch-chemische 
Konstitution des Chlorophyllkernes. — Fiir die freundliche Uberlassung einer 
deutschen Ubersetzung dieses Werkes sprechen wir Herrn R. Willstatter 
unseren aufrichtigen Dank aus. Zur chromatographischen Adsorptions- 
analyse vgl. R. Willstatter, Untersuchungen iiber Enzyme, Berlin 1928, 
Rd. I, S. 66f. (1927). 
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Experimenteller Teil. 


1. Darstellung von Lutein aus Tagetes. 

Von den verschiedenen Gartenformen der Tagetes ist die ge- 
fiillte (Tagetes grandiflora) fiir die Verarbeitung auf Lutein am 
besten geeignet. Aus ‘lagetes erecta, Tagetes patula und ‘Tagetes 
nana Mhrenkreuz wurde derselbe Farbstoff erhalten. 

Die frischen Bliitenblatter werden bei Zimmertemperatur ge- 
trocknet und in der Kugelmiihle gemahlen. 200 ¢ des erhaltenen 
Pulvers werden mit 500 cem Petrolather (Siedep. 30—50°) 3 Stdn. 
stehen gelassen. Man saugt ab und wischt mit 250 cem Petrol- 
iither nach. Zur Verseifung des Luteinesters werden die ver- 
einigten tiefroten Filtrate mit 1 g Natriumathylat in) 20 cem 
96°/,igem Alkohol versetzt. Nach etwa 10 Minuten beginnt das 
Lutein auszukrystallisieren, es wird nach 1—2 Stunden abfiltriert 
und mit Petrolather gewaschen. Die Ausbeute an Rohprodukt 
(Schmelzpunkt etwa 180°) betrigt 3,1 g. 

Fur die Verseifung von Xanthophyllestern hat sich auch in 
anderen Fallen die Anwendung von Natriumithylat bei Zimmer- 
temperatur in homogener Alkohol—Petrolither- oder Alkohol— 
Benzinldsung sehr bewahrt.!) Der Wassergehalt ist fiir das [Hin- 
treten der Verseifung noétig, er ist aber so niedrig zu halten (im 
obigen Beispiel 0,8 ¢), daB das Gemisch noch homogen bleibt. 
Athylalkoholisches Kali in 10°/,iger Loésung leistet dieselben 
Dienste. Natriummethylat und methylalkoholische Kalilauge, die 
den Vorzug groBerer Bestandigkeit hatten, sind fiir den vorliegen- 
den Zweck schlecht geeignet, da sie in Gegenwart des Petrolithers 
schwer in homogene Lésung zu bringen sind. 


2. Reinigung und Schmelzpunkt des Luteins. 


Zur Reinigung losen wir das Lutein in etwa 300—400 Teilen 
Methanol: Ather 1:1, und dampfen den Ather soweit ab, bis die 
Krystallisation in der Wirme beginnt. Der Schmelzpunkt des er- 
haltenen metallglinzenden, methanolhaltigen Farbstoffes legt tiber 
186° und kann schen 190° betragen. Durch 6fter wiederholte 
Krystallisationen gelingt es, ilin schrittweise bis auf 193° zu bringen. 
Schneller und mit geringerem Verlust an Material ist der richtige 
Schmelzp. 193° (korr., Berl) durch Entmischung der Rohprodukte 
zwischen Petrolither und wiBbrigem Methanol und 1 malige 

1) R. Kuhn u. A. Winterstein, Ber. chem. Ges. 64, 326 (1931) und 


zwar S, 381. 
10* 
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Krystallisation aus Methanol: Ather zu erzielen. Im evakuierten 
RoOhrehen hegt der Schmelzpunkt bei 194° (korr.). 


3. Methanolgehalt. 

Aus der heiB gesittigten Lésung in absolutem Methanol 
scheidet sich das Lutein bei raschem Erkalten in ockergelben 
Prismen ohne Metallglanz ab. Bei langsamem Erkalten kann 
auch die metallelinzende, von R. Willstitter genau beschriebene 
Form, die Krystallmethanol enthalt, ausfallen. Vielfach haben 
wir beide Modifikationen nebeneinander auftreten und langere 
Zeit nebeneinander bestehen sehen. Eine Umwandlung der ocker- 
velben in die metallglanzende Form tritt unter Methanol mitunter 
spontan ein. RegelmiBig laBt sich die Umlagerung durch gelindes 
isrwirmen hervorrufen, wodureh ihnliche Bedingungen wie bei 
der langsamen Krystallisation gegeben werden. Aus Ather- 
Methanol haben wir auch bei raschem Abkihlen die metallglanzende 
orm erhalten. 

In Gegenwart von Wasser entsteht regelmaBig nur die metha- 
nolfreie Form.!) Diese kann aber auch bei Ausschluf von Wasser, 
wenn rasch gekihlt wird, auftreten. 

Die ockergelbe Form gibt bei der Analyse nach 8. Zeisel 
keine Spur Jodmethyl und sehmilzt ebenfalls bei 193° (korr.). 

Die Mntfernung des Krystallmethanols, die vor Bestimmung 
des Drehungsvermégens und der Absorptionskurven stets erfolgte, 
velingt mit wechselnder Leichtigkeit durch UbergieBen, wenn 
notig durch gelindes Erwirmen, mit Benzin (Siedep. T0—80°). 
Dabei gehen Metallglanz und Methoxylgehalt verloren. Dieses 
Verfahren ist schonender als die Trocknung im Vakuum bei er- 
hohter Temperatur. 

4. Drehungsvermogen. 

Zur Polarisation gelangten nur Luteinpriparate, die fret von 
Methanol waren. Wegen der starken Extinktion der Farbstoff- 
lOsungen ist es mit der tiblichen Beleuchtung der Apparate von 
Schmidt & Haensch kaum moglich, die Konzentration oder Rohr- 
linge so gro} zu wihlen, daB tiber 0,20° mit geniigender Ge- 
nauigkeit abzulesen sind. Wir benutzen daher, auf Vorschlag 
von Herrn Kk. W. Hausser, eine Quarz—-Cadmiumlampe von 
Siemens & Halske, die bei 20 em Rohrlinge und 10 mm _ Durch- 


1) P, Karrer u. H. Salomon, Helv. chim. Acta 18, 1064 (1930). Die 
nachtragliche Umwandlung in die metallglinzende Modifikation kann wohl 
nicht durch spontane Wasserabgabe des Methanols bedingt werden. 
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messcr mit 4 Amp re belastet wird. Zwischen Lampe!) und Spal 
des Polarisationsapparates befindet sich eine Kiivette mit) Wasser 
und ein Rotfilter von Schott & Gen., so daf nur monochroma- 
tisches Licht (643,85 mu) hindurchtritt. Die von L. Zechmeister 
fiir Xanthophylle vorgeschlagene C-Linie (656,83 my) ist nur wenig 
lanewelliger, so daB die Messungen gut verglichen werden konnen. 
Fir Lutein in Chloroform ist auf Grund direkter Vergleiche |«},.) 
um 5—10°/, groBer als [x]... 

In Chloroformlésung haben wir mehrfach Drehungsanstiege 
beobachtet, welche die Fehlergrenzen iiberstiegen. Fiir den zu- 
verlissigsten Wert halten wir [«|..) = +160° + 8° (Chloroform). 
In Essigester sind die Werte sehr viel konstanter und wegen der 
helleren Farbe kénnen konzentriertere Losungen (¢/.) bis -+-0,50°) 
untersucht werden. Der Mittelwert fiir die besten Luteinpriiparate 
betragt [o]i4 = +145 ° +. 3° (Essigester), entsprechend einer Genauig- 
keit des Drehungswinkels von -+ 0,01° ber 10 Einzelablesungen. 


Beispiele: Rohrlange 2 dm. 

















ctiilin. een Einwage Essigester al8 ray’ 
ng eem 
Tagetes .... 12,5 10 +- 0,35° + 140° 
Brennesseln . . 13,8 10 + 0,39 + 141 
opmat .... 2,3 10 + 0,35 + 142 
Helianthus . . . 12,1 10 + 0,345 + 142 
Kastanie. . . . 15,3 10 + 0,46 + 150 
eee 7,6 5 + 0,44 4+ 144 


5. Saureempfindlichkeit des Luteins. 


Je 30 mg Lutein vom Schmelzp. 190—191° wurden in 40 com 
remem Methanol unter Zusatz wechselnder Mengen Oxalsiiure 
bzw. Weinsiure 1 Stunde zum gelinden Sieden erhitzt. Nach dem 
Fallen mit Wasser wurden die Priiparate 2 mal aus Methanol- 
ither umkrystallisiert, worauf Schmelzpunkt und Drehungs- 
vermégen bestimmt wurden. 














= Konz.d. Saure | Schmelzpunkt |. 415... - 
Saure Mol/Liter oan aren iMssivester 
25 mg Oxalsaure (2 H,O) 50-1075 169—1709 [85° 
Se # vi 10-145 170-17] P10 
- <9 i 4-105 166-—168 P10) 
a ” 2-10-5 173—174 + DM) 
5 mg Weinsaure 8+ 1075 168-—169 105 


1) Diese befindet sich in einem Nachbarzimmer. 
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Zur Polarisation wurden je 4—6 mg in 5 cem KEssigester ge- 
lost. Die Ablesungen erfolgten im 2 dm-Rohr. 

Man erkennt, da schon Spuren mittelstarker organischer 
Siuren das Lutein wesentlich veriindern konnen. 

Dafi im Versueh mit der gréBten Oxalsiuremenge das 
Drehungsvermogen nicht tiber 200° stieg, diirfte mit emer bereits 
tiefer greifenden Zersetzung zusammenhingen. 

Bei der Intmischung zwischen Petrolaither und 90°/jigem 
Methanol zeigen die kiinstlich hergestellten, hochdrehenden Priapa- 
rate em vom reinem Lutein abweichendes Verhalten. Ein_ be- 
deutender Teil des Farbstoffes ist im Kohlenwasserstoff besser 


losheh geworden. 


6. Helenien') (Lutein-dipalmitinsaureester) aus Tagetes. 

|. Verfahren. 200 ¢ Tagetesmehl wurden 11/, Stunden mit 
500 cem Petrolither behandelt und der Extrakt mit 200 cem 
80° ,igem Methanol durchgeschittelt, wobei nur Spuren von Farb- 
stoff in die untere Sechicht gingen. Die getrocknete Petrolaither- 
losung wurde unter Kohlensaure auf etwa 100 cem eingeengt und 
mit 60 cem Aceton versetzt, wobei eine reichliche, fast farblose 
Millung entstand. Aus dem Filtrat wird durch Zugabe von 40 cem 
Alkohol eine weitere Abscheidung dieses Begleitstoffes erzielt. 
Durch anschlieBende Entmischung mit wenig Wasser erhalt man eine 
konzentrierte Losung in Petrolather, aus der in der Kalte das Farb- 
wachs auskrystallisiert. Das Rohprodukt (4,3—6 g) enthalt nach 
colorimetrischem Vergleich mit Lutem nur etwa 60°/, Helenien. 
Den farblosen Begleiter kann man weitgehend abtrennen durch 
sehr oft wiederholtes Auskochen mit viel reinem Methanol, wo- 
durch der Gehalt an Helenien auf 90—95°/, gesteigert werden 
kann. Durch weiteres Umfallen aus Benzol-Alkohol oder Petrol- 
‘ither-Alkohol erhielten wir knollige Krvstallageregate, die bei 
84—85° sechmolzen. Der an viel besser krystallisierenden Prapa- 
raten aus Helenium!) beobachtete Schmelzp. 92° heB sich micht 
erreichen. 

Kin anderer Weg, der zu hochprozentigen Helenienpraparaten 
fiihrt, besteht darin, daB man das Tagetesmehl 3 mal mit Methanol, 
dann amit 90° »igem Aeceton auskoeht und sehlieBlich mit 100°/,igem 
Aceton uber Nacht stehen liBt, wobei noch kein Farbstoff in Losung 
aeht. Dureh Auskochen mit 100°/,igem Aceton laBt sich dann 


edied 


1) R. Kuhn u. A. Winterstein, Naturw. IS, 754 (1930). 
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das Helenien extralueren. Es wird in Petrolither ubergefiihrt, aus 
dem bereits ein Produkt vom Schmelzp. 81—82° krystallisiert. 

Zur Verseifung lésen wir 1 ¢ gereinigtes Helenien in 500 cem 
Benzin (Siedep. 70—80°) und versetzen mit 20 cem 10° iger 
alkoholischer Kallauge. Nach 10—12 Stunden wird 2 mal mit 
150 cem 90°/,igem Methanol entmisecht. Die tiefrote Methanol- 
losung iiberschichten wir mit Benzin und bringen durch vor- 
sichtigen Zusatz von Wasser das Lutein zur Krystallisation, das 
in der Zwischenschicht ausfallt. Nach 1 maliger Krystallisation 
aus Methanol-Ather liegt der Schmelzpunkt iiber 190°. 

2. Verfahren. Man laBt I kg Tagetesmehl mit 2?'/, Litern 
80°/jigem Aceton 24 Stunden stehen, saugt ab und extrahiert 
nochmals mit 11/, Litern 80°/,igem Aceton 12 Stunden. Dann 
wird mit 11/, Litern 100°/jigem Aceton 24 Stunden stehen ge- 
lassen, wobei noch immer kein Helenien in Losung geht. Die beiden 
ersten Ausziige sind griin gefairbt, der dritte braun. Durch in- 
engen auf ein Drittel und Fallen mit Wasser lift sich ein Flavon 
(15 2) in rohem Zustand abscheiden. 

Aus dem vorbehandelten Bliitenmehl extrahiert man das 
Helenien auf der Nutsche mit siedendem Aceton (insgesamt etwa 
6 Liter). 

Beim Erkalten scheiden sich schwach gefirbte Flocken ab, die beim 
Kochen mit Methanol zum gr6Bten Teil in Lésung gehen und den Farbstoff 
als bald erstarrendes OI hinterlassen. 

Nach dem Abfiltrieren der flockigen Ausscheidung krystalli- 
siert bei 20° etwa die Hilfte des Farbstoffes (15 ¢, T0—80°/) iv) 
aus. Das Filtrat haben wir dureh Uberfiihren in Petrolither und 
Verselfen auf Lutein verarbeitet. Das erhaltene Lutein gab mit 
Ameisensiiture schon in der alte starke Griinfirbung. Nach 
3Smaliger Krystallisation aus Methanol-\ther lag reinesLutein vor. 
Die Mutterlaugen davon wurden in Ather aufgenommen, dann 
durch Einengen und Zusatz von Petrolather fraktioniert gefiallt. 
Die letzte Fraktion zeigte in Schwefelkohlenstoff ein dem Viola- 
xanthin recht nabes Spektrum 503 wu, 470 vu und 440 we und 
loste sich in Ameisenséiure mit blauer Farbe. 

Zur Isolierung der Fettsiure wird nach dem Abfiltrieren 
des Luteins die alkalische Methanoll6sunge mit viel Wasser ver- 
diimnt und ausgeathert. Nach dem Ansiiuern (2 n-HCl) schittelt 
man nochmals mit Ather aus, verdampft den Ather und destilliert. 
Unter 1mm geht bei 180—200° (Temperatur des Luftbades) ein 
farbloses Ol iiber, das bald erstarrt. Nach dem Umkrystallisieren aus 
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verdinntem Methanol sehmilzt die farblose Fettsaiure bei 60° 
und gibt im Gemisch mit Palmitinséiure keine Depression. 


3,109 mg Substanz gaben 8,56 mg CO,, 3,43 mg H,O. 


C¢H_20- Ber. C 75,00°/, H 12,51°/, 
Gef. ,, 75,09 ,» 12,35 


Wird zur Verseifung nicht gereinigtes Helenien, sondern cin 
Petrolitherauszug des Blitenmehles verwendet, so laBt sich trotz 
Destillation 1m Hochvakuum und wiederholter Krystallisation der 
Schmelzpunkt der Fettsiurefraktion nicht tiber 50°  steigern. 
Daraus kann geschlossen werden, da8 in der Tagetesbliite noch 
andere Fettsiuren vorkommen. Das Lutein scheint sich aber vor- 
zugsweise mit der Palmitinsiure zu verestern. 


7. Hentriakontan aus Tagetes. 


In den Petrolatherextrakten des Bliitenmehles ist neben dem 
Helenien ein Kohlenwasserstoff vorhanden, der auf Zusatz des 
Acetons zum groBen Teil ausfallt. Beim wiederholten Auskochen 
des rohen Farbstoffes mit Methanol erhalt man allméhlich weitere 
Anteile dieses hartnickigen Begleiters, der beim Erkalten der 
Methanolausziige krystallinisch ausfallt. Zur Reinigung wurde der 
I\ohlenwasserstoff unter 1,5 mm (T’emperatur des Luftbades 230 
bis 250°) destilhert und mehrmals aus Petrolather—Aceton um- 
krystallisiert. WeiBe, glinzende Schuppen vom Schmelzp. 68,5 
bis 69.5% 


3,210 mg Substanz gaben 10,08 mg CO,, 4,16 mg H,0O. 


C,,H,, Ber. CG 85,62%/, H 14,389, 
Gef. —,, 85,64 , 14,51 


Kir das in mehreren Pflanzen, meist neben Palmitinsiiure, 
wufeefundene Hentriakontan wird der Schmelzp. 68° angegeben.!) 

Herr J. Hengstenberg hatte die Freundlichkeit, die Netz- 
ebenenabstiinde unseres Kohlenwasserstoffes réntgenographisch zu 
vermessen. Fir die Liinge des Molekils ergaben sich 41,7 + 0,3 A, 
withrend die Liinge von C3,H,, 41,2 A. betrigt.?) 

Is ist) wahrseheinlich, daB~ das Hentriakontan mit der 
Palmitinsiiure genetisch zusammenhingt, vielleicht wher das 


1) Beilstein, Hb. organ. Ch., 4. Aufl., Bd. I, 5. 177. 
2) Es ist denkbar, daB unser Praparat in geringer Menge noch héhere 
Homologe des Hentriakontans enthalt. 





el 
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Palmiton, C,;H3,-CO-C,.Hs,.1) Ein hochmolekulares Keton konnten 
wir in sehr kleiner Menge (8 mg) vom rohen Kohlenwasserstoff 
nach der Methode von H. J. Channon und A. Ch. Chibnall!) 
als Oxim abtrennen. Der N-Gehalt des krystallisierten Oxims 
(zef. 3,14°/,) lag dem fiir Palmitonoxim berechneten (3,00°/)) sehr 
nahe, der Schmelzpunkt bei 55—59° statt ber 59°. 





8. Lutein aus Brennesseln. 


2ke getrocknete, gemahlene Brennesseln (Juni 1930), 
wurden unter genauer Befolgung der Vorschrift von R. Will- 
statter und A. Stoll?) verarbeitet. Die Ausbeute an Roh- 
produkt betrug 650 mg. Schmelzpunkt, Drehungsvermoégen in 
Essigester und Violaxanthinreaktion mit 25°/,iger Salzsiiure sind 
in der folgenden Tabelle verzeichnet : 














, Schmelzpunkt |, 4184... 4, JReaktion mit 

Xanthophyllpraparat (korr.) [a](.4 Essigester 259/, HCl 
Rohprodukt . .... . 185—187 9° +1499 -{- 
Umkrystallisiert . 2. . .. 188—189 +-151 -. 
Entmischt u. umkrystallisiert 190—-190,5 +144 


twas leichter und mit besserer Ausbeute lieben sich die zur 
Verfiigung stehenden Brennesseln auf folgeendem Wege verarbeiten, 
den wir im wesentlichen auch bei der Verarbeitung von Kastanicn- 
blattern, Klee usw. befolgten: 

6 kg getrocknete Brennesseln werden, sofort nach 
dem Mahlen in der Kugelmiihle, mit 8 Liter 80°/,igem Metha- 
nol iwbergossen und in vollkommen gefiillten Pulverflasehen 4 
(bis 12) Wochen stehen gelassen. Man saugt auf 6 Nutschen von 
40 em Durchmesser ab und extrahiert auf den Nutschen der Reihe 
nach mit insgesamt 8—9 Litern peroxydfreiem Ather, wobei 
der Extrakt von Nutsche 1 auf Nutsche 2 kommt usw. Zuletzt 
wird mit insgesamt 2-—3 Litern Methanol nachgewaschen. Die 
ersten 4 Chargen waren vollstindig extrahiert, die Riickstiinde auf 
Nutsche 5 und 6 noch schwach griin. 


‘ 


1) Einen ahnlichen Zusammenhang haben bereits H. J. Channon u. 
A. Ch. Chibnall, Biochem. J. 28, 170 (1929), diskutiert fiir die Zusammen- 
hange zwischen C,,H,, und dem Keton C,,H,,0, die sie nebeneinander in Kohl 
aufgefunden haben. 

*) Untersuchungen iiber Chlorophyll, Berlin 1913, 8. 238. 
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Die vereinigten Extrakte (11 Liter) werden mit 6 Liter Wasser 
versetzt, 3 Stunden stehen gelassen und die untere Schicht ab- 
vetrennt. Die Atherschicht (6 Liter) schiitteln wir mit 500 cem 
10°/,igver methylalkoholischer Kalilauge auf der Maschine, 
veben 2 Liter Wasser zu und vervollstandigen die Verseifung iiber 
Nacht mit 500 cem 3°/sigem methylalkoholischem Kali. Der 
Ather wird dann bis zur neutralen Reaktion gegen Phenolphtha- 
lein mit Wasser gewaschen, uber Natriumsulfat getrocknet 
und im Kohlensiurestrom auf 300 ccm eingeenet. Berm Er- 
kalten fielen 1,5 ¢ Lutein aus (Fraktion I), beim weiteren Hin- 
enven auf 150 cem 2,0 ¢ (Fraktion IT). Aus dem Filtrat schieden 
sich nach Zusatz von 150 cem Benzin 1,2 ¢ Lutein aus (Frak- 
tion IIT), dessen Mutterlauge nach dem Entmischen mit 80°/,igem 
Methanol Fraktion IV (0,8 ¢) lieferte. Eine letzte Fraktion V 
(0.5 ¢) wurde durch ZAusatz von Wasser ausgefallt. Insgesamt 
wurden 6,0 ¢ Lutein erhalten. 





[a]oq in CHCI, HCl-Reaktion 


Il. Fraktion. . . ‘ + 160° ~ 








Il. Fraktion 2mal umkrystallisiert. + 160 — 
I a ee lg Gy Ge ae + 155 _ 
Pr a a ear + 130 + -}- 


9. Lutein und Violaxanthin aus Blattern von Aesculus hippocastanum. 

Ike in der Kugelmiihle fein gemahlene RoBkastanien- 
blitter (Mrnte Juli 1930) wurden mit 2 Liter Ather-Aceton (1:1) 
24 Stunden stehen gelassen, auf einer groben Nutsche (50 em 
Durchmesser) abgesaugt und 5mal mit je 300 ecem Ather, zum 
SchluB 2mal mit je 200 cem Methanol bei schwachem Vakuum 
nachgewaschen. [Extraktionsdauer 30 Minuten. Der Hxtrakt 
(2.5 Liter) wird mit 800 cem 5°/jiger methylalkoholischer 
Kalilauge versetzt und unter gelegentlichem Umschiitteln 
5 Stunden stehen gelassen. Man versetzt mit 2,5 Liter Wasser 
und liBt 1/, Stunde stehen. Die untere Schicht wird abgelassen 
und der Ather nochmals mit 1 Liter Wasser ausgewaschen. Zur 
Hntfernung der letzten Spuren Chlorophyll lé&t man nach Zu- 
satz von 50 cem 5°/iger methylalkoholischer Kalilauge tber 
Nacht stehen und wiischt mit Wasser aus, bis das Waschwasser 
vegen Phenolphthalein neutral reagiert (bis zu 15 mal mit 
100 —200 cem Wasser). Nach dem Troecknen iiber Natrium- 
sulfat wird der Ather im CO,-Strom bis auf etwa 100 cem ab- 
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destilhert und mit 100 cem Benzin (7O—S80") + 50 cem Metha- 
nol versetzt, wober eine klare Loésung entsteht. Durch Zusatz 
von 50 cem 80°/,igem Methanol wird entmischt, durch 2maliges 
Ausschiitteln der Benzin-Atherlésung mit je 20 cem 90° jigem 
Methanol wird alles Xanthophyll ausgezogen. Die vereinigten 
Methanollé6sungen werden mehrmals mit je 30 cem Petrolither 
(30—50°) durchgeschiittelt, wobei farblose Bevleitstoffe in die 
obere Schicht gehen (Verdampfen emer Probe). Aus den ver- 
einigtenPetrolatherl6sungen wird das in Losung gegangene 
Xanthophyll mit 80° jigem Methanol zuruckgeholt. 

Die Methanollésung wird mit 50 cem Benzin (70—s80") 
iiberschichtet, zum Sieden erhitzt und unter starkem Schitteln 
tropfenweise mit Wasser versetzt, wober sich das Lutein fein 
krystallin ausscheidet und sich nach eiigem Stehen an der T'ren- 
nungsschicht ansammelt. Der Wasserzusatz wird so bemessen, 
daB bei dieser Operation etwa die Hialfte des Farbstoffes aus- 
sesechieden wird. Das ockergelbe Lutein wird abgenutseht und 
mit Benzin (70—S80°) nachgewaschen. Nach 1 maligem Uim- 
krystallisieren aus Methanol-Ather erhilt man 250 me Lutein 
vom Sechmelzp. 191—192°. 

Die alkoholische Mutterlauge dieser WKrystallisation wird ait 
der Benzin-methanol-Fraktion vereinigt und weiter mit Wasser ver- 
dimnt, bis die Fallung eben beginnt harzig zu werden. Nach 
lmmaligem Umkrvstallisieren aus Methanol-Ather erhalt) man 
weitere 120 mg Lutein vom Schmelzp. 190—191°. Die Mutter- 
lauge dieser Krystallisation wird zur Benzin-methanol-l*raktion ee- 
ceben und mit viel Wasser versetzt. Diese Nanthophyllfraktion 
ist etwas harzig und gibt starke Salzsiiure- und Ameisen- 
siurereaktion. Man l6st in wenig Methanol Benzin und er- 
hilt ber nochmaligem Entmischen eime weitere kleine Menge 
reines Lutein. 

Aus den letzten Mutterlaugen!) he® sich durch mehrmalices 
ntmischen mit 70°/,igem Methanol und mehrfache IKrystalli- 
sation eine Fraktion erhalten, deren Absorptionsspektrum, sowie 
Salzsiure- und Ameisensiurereaktion auf die Anwesenheit) von 
Violaxanthin schheBen he. 

Die beste dieser Fraktionen (etwa 15 me) wurde in Schwefel- 
kohlenstoff gelést und im Chromatogramm (CaCQ,) getrennt. 
Der oberste Ring wurde mit Methanol extrahiert, mit Benzin 


1) Aus verschiedenen Darstellungen vereinigt. 
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(70—80°) iiberschichtet und in der Hitze mit Wasser versetzt, 
wobei sich an der Trennungsschicht etwa 2 mg feine, hellbraune 
Krystillchen ansammelten, deren Kigenschaften auf Viola- 
xanthin hinwiesen: Krystalle aus Methanol ohne Metallglanz, an 
den Kreuzungsstellen nicht rot, nur etwas dunkler. Schmelzp. 190°. 


HCl-Reaktion mit 21°/, HCI: blau. 
HCOOH-Reaktion: blau (mit schwachem Stich ins Griine). 


Absorptionsbanden: 501,5, 469,8, 440,5. 
Kin Praparat aus Brennesseln, dessen Banden bei 503,5, 472,0, 442 
lagen, besaB: 
as 0,205. 100 
Lip — +L : - — 309 j & ; . ». 
(“Jeg =-4 0,08.2 +- 130° (in CHCI,) 


10. Darstellung des Luteins aus griinen Blattern. 


Diese wurde beziiglich der Art des Loésungsmittels weitgehend 
variiert, d. h. es kamen Methanol, Aceton, Ather-Aceton, Ather- 
Methanol zur Anwendung. In vielen Fallen wurde das Lutein aus 
Acetonlésungen, die mit Petrolather vermischt waren, durch vor- 
sichtiges Versetzen mit Wasser, ohne vorangehende Verseifung, 
direkt abgeschieden. Aus 1 kg Gras erhielten wir auf diese Weise 
iiher 200 mg Lutein vom Schmelzp. 192—193° und 


0),26-100 
[Jia = 9.00837 + 155° (Chloroform). 
Aus 850 ¢ getrockneten griinen Maisblattern erhielten wir 
100 mg Lutein vom Schmelzp. 192—193° und 


0.44-100 


2-0,152 


[eleg = = -++ 144° (Kssigester). 
Aus 1 ke getrocknetem deutschen Klee 3800 me Lutein vom 
Schmelzp. 191,.2—192° 

0,50-100 


fajis — == -+ 151° (Kssigester). 
aa 2.0165 . 


Aus 1 ke Spinatmehl 150 mg Lutein vom Schmelzp. 190—190,8° 


' 0,35 - 100 — 
[x's = -+ 142° (KEssigester). 


a” 2 oe 
Aus 1 kg getrockneter Luzerne 100 mg Lutein vom Schmelzp. 191 


bis 192.5 ° 


0,47 - 100 . 
f t 5 ee Me: i 90 Taq — 2 
(2) iG = 2.0,164 >" ‘143° (Essigester). 
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In den letzten beiden Fiillen wurde die iitherische Loésung 
nach dem Verseifen mit etwas sehr verdinnter Essigsiure (statt 
mit Wasser) ausgewaschen. Bei der Aufarbeitung verharzte cin 
eroBer Teil des Farbstoffes wohl infolge der Siurewirkung. 


1l. Farbstoff des Ejidotters. 


Die Dotter von 450 bulgarischen Hiihnereiern (8 kg), die 
240 mg Xanthophyll (colorimetrisch bestimmt) enthielten, wurden 
nach der Vorschrift von R. Willstitter und H. H. Escher mit 
7 Liter Sprit koaguhert und mit 15 Liter Aceton extrahiert. 
Beim Zentrifugieren schieden sich etwa 300 cem eines gelben Oles 
ab, von dem abgegossen wurde. 

Je 5 Liter Acetonextrakt wurden mit 1 Liter Petrolather 
(30—50°) versetzt und durch Zugabe von 1,5 Liter Wasser ent- 
mischt. Durch 2maliges Ausschiitteln mit je 1 Liter Petrol- 
ither, der zur Kntmischung der weiteren Chargen Acetonextrakt 
diente, lief sich der Rest des Farbstoffes dem wiBrigen Aceton 
entziehen. 

Die vereinigten orangeroten Petrolitherlésungen  ver- 
setzten wir mit 2/3; ihres Volumens Alkohol und gaben vorsichtig 
Wasser bis zur Entmischung zu. Durch wiederholtes Ausschiitteln 
iit 96°/jigem Alkohol wurde fast aller Farbstoff dem Petrolither 
entzogen. Die vereimigten alkoholischen Xanthophyll- Losungen 
wurden 5mal mit je 3/, Liter Petrolaither ausgeschittelt, der viel 
farblose Begleiter und nur wenig Farbstoff aufnahm. Den in die 
obere Schicht gegangenen Farbstoff holten wir mit etwas 90 bis 
95°/,igem Methanol zuriick und brachten dann durch tropfen- 
welsen Zusatz von Wasser den im Alkohol noch gelésten Petrol- 
iither soweit zur Abscheidung, als dies ohne nennenswerten Farb- 
stoffverlust méglich war. 

Die Lésung der Xanthophylle in Alkohol (23/, Liter) 
wurde mit 3/, Liter Petroléther tberschichtet und soviel Wasser 
zugegeben, bis fast aller Farbstoff in der oberen Schicht war. Aus 
dieser schiittelten wir den Farbstoff mit 95°/jigem Methanol aus. 
Der Methanollésung wurden durch wiederholtes Ausschitteln mit 
Petrolither weitere Mengen farbloser Begleiter entzogen, die mit- 
gegangenen Xanthophylle durch 90°/,iges Methanol zuriickgeholt. 
Zuletzt wurde der im Methanol geléste Petrolither durch tropfen- 
weisen Zusatz von Wasser wieder so weit als méglich abgeschieden. 

Nach dem Uberschichten mit Petrolither versetzten wir die 
sereinigte Methanollésung unter starkem Sehittteln tropfen- 
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weise mit Wasser, wober ein ‘Teil der Nanthophylle feinkrystallin 
in der Zwischenschicht ausfiel. Nach dem Filtrieren wurde der in 
Losung gebliebene Farbstoff durch starkes Verdiinnen mit Wasser 
in den Petrolather getrieben und diesem durch 95°/jiges Methanol 
abermals entzogen. Durch Zutropfen von Wasser erzielten wir 
eine zweite krystallinische Abscheidung. Durch 6ftere 
Wiederholung des zuletzt beschriebenen Verfahrens wurden noch 
vier bis funf weitere krystallinische Xanthophyllfraktionen er- 
halten. Die letzte Mutterlauge betrug nur noch 50—70 cem. 

Den Rohfarbstoff (180 mg, Ausbeute 75°/,) lésten wir in 
50 ccm Methanol + 50cem Benzin (70—80°), erhitzten zum 
Sieden und entmisehten durch Zugabe von etwas Wasser. Beim 
Erkalten schied sich das Xanthophyllgemisch in violett glinzen- 
den Krystallen aus. Die Mutterlauge wurde 2mal mit je 30 cem 
Benzin (70—80°) ausgeschuttelt, mit frischem Benzin wber- 
schichtet und der Rest des Farbstoffes durch Zugabe von Wasser 
zum Auskrystallisieren in der Zwischenschicht gebracht. 

Nach Imaliger Krystallisation aus Ather-Methanol 
erhielten wir 8O mg Farbstoff vorn Schmelzp. 194,5° (korr.). 


[x](.4 = (+ 0,239 - 100): (0,14 +2) = + 82° (Essigester), 
[x]/ jo (+ 0,21%+ 100) : (0,11 - 2) = -+ 95° (Chloroform). 


Mine zweite Fraktion (40 mg) vom Schmelzp. 190° (korr.) zeigte 


[x]. (+ 0,20° . 100) : (0,90 + 2) | 111° (Chloroform). 


Aus 150 hollindisehen Hithnereiern wurden — nach 
R. Willstitter und H. H. Eseher 40 me Farbstoff vom 
Schmelzp. 190° (korr.) erhalten: 


[ve], y = (+ 9,22°- 100): (0,11 - 2) - 14)" (Chloroform). 


12. Zerlegung des Dotterfarbstoffes in seine Komponenten. 

a) Itraktionierung eines kiinstlichen Gemisches von Lutein 
und Zeaxanthin. 

0.5 mg Lutein und 0,5 mg Zeaxanthin wurden in 10 cem 
Schwefelkohlenstoff gelést. Diese Losung saugten wir langsam 
dureh ein mit Caletumearbonat (gefallt, E. Merek) gefiilltes Rohr 
von 15 em Liinge und 10 mm liehter Weite, das unten durch einen 
Wattebausch abgesehlossen war. Dureh Nachwaschen mit 
Schwefelkohlenstoff (insgesamt 20—80 cem) gelang es, die 
Adsorptionssehichten mehrere Zentimeter ausemander zu 
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aiehen. Das erhaltene Chromatogramm ist in der Figur dargestellt. 
Die Schichten 1—4 wurden getrennt herausgenommen und mit 
Methanol eluiert. Nach dem Filtrieren und Ver- "4 

















dampfen fanden wir in Schwefelkohlenstoff fol- 
; pupae 2 
cende Absorptionsbanden: { 
" Vay 4 
1. Schicht: 508 476 3. Schicht: 513 481 YUU 
2. Schicht: 509 477 4. Seluecht: 516 483 we 
Lutein: 508 475 Zeaxanthin: 517 488 
In den Schichten 1 und 4 waren je 10—15°/, des ge- 
samten Farbstoffes vorhanden. nid 
b) Fraktiomerung des Xanthophyllpriparates | | 


aus bulgarischen Hihnereiern (Spektrum: 509,5, 
476 mu). Adsorption und Elution wurden wie bei dem kiinst- 
lichen Farbstoffgemisch ausgefiihrt. 


1. Schicht: 507,5 476 8. Schicht: 510 477 
2. Schicht: 510 477 4. Sehicht: 512 478. 


c) Fraktionierung eines Xanthophyllpraparates aus holliin- 


dischen Hiihnereiern (Spektrum: 509, 476 my). 


1. Schicht: 507.5 477 3. Schicht: 510.5 478,5 
2. Schicht: 509.5 477 4. Sehicht: 514 480.5 


In etwas gréBerem Mafstab wurde ein Praparat aus bulga- 
rischen Kidottern von [a|o) = +100° (Chloroform) fraktio- 
mert. Fir 80 mg Farbstoff, die in 500 cem Schwefelkohlen- 
stoff gelést waren, verwendeten wir ein Adsorptionsrohr von 
7 em Durchmesser. Die Lutein- und Zeaxanthinzone wurden 
5em auseinandergezogen, die mittleren Schichten eluiert, an 
frischem Calciumcarbonat adsorbiert. Die Mittelschichten des 
zweiten Rohres wurden wieder eluiert und der darin enthaltene 
‘arbstoff ein drittes Mal durch ein Caleitumearbonat-Rohr geschickt. 

Die vereinigten Schichten 1 und die vereinigten Schichten 4 
enthielten etwa je 10°/, des angewandten Farbstoffes. Nach dem 
MIluieren mit Methanol und Uberfiihren in Schwefelkohlen- 
stoff fanden wir: 

Schichten 1: 508 476 Schichten 4: 518,5 479 my 
Die Luteinfraktion (1) zeigte nach dem Umkrystallisieren 
(aoa = (+ 0,16°%- 100): (0,022 © 0,5) = + 145° (Chloroform), 


was einem Luteingehalt von etwa 90°’, entspricht. 
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Die Zeaxanthinfraktion (4) war kaum optisch aktiv. Sie 
schmolz in noch unreinem Zustande bei 195—196° (korr). 


Schmelzpunkte kiinstleher Lutein-Zeaxanthin- 
gemische. 
Das fir die folgenden Bestimmungen verwendete Lutein war 
wiederholt umkrystalhsiert, aber nicht durch Entmischung ge- 


reinigt. 





Lutein (°/)) | Zeaxanthin (°/)) | Schmelzp. (korr.) 
100 — 189 —190° 
85 15 192 —193 
75 25 193 —194 
50 50 197 —198 
25 75 200 —201 
~ = 100 206,5—207 








Die Deutsche Forschungsgemeinschaft hat unsere Unter- 
suchung durch Uberlassung von Apparaten wesentlich geférdert, 
wofiir wir ihr den besten Dank aussprechen. 

Herrn L. Zechmeister danken wir fiir die freundliche Be- 
stimmung des Drehungsvermégens mehrerer Luteinpriiparate, 
welche cine Bestiitigung der mitgeteilten Werte ergab. 
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Spektrophotometrische Analyse des Eidotterfarbstoffes. 


Von 
Richard Kuhn und Alexander Smakula. 
Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fir Physik am Kaiser Wilhelm-Inatitut 
fir medizinische Forschung Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Marz 1931.) 


In der voranstehenden Arbeit ist der Farbstoff der unter- 
suchten Hiihnereier als Gemisch von Lutein und Zeaxanthin 
erkannt worden. Aus dem spezifischen Drehungsvermégen 
wurde geschlossen, daB in den vorliegenden Priparaten etwa 
1/, Zeaxanthin enthalten ist. Wir haben nun versucht, auf einem 
unabhiangigen Wege, niémlich durch quantitative, lichtelek- 
trische Photometrie der Absorptionsbanden dieses Mrgebnis 
zu prifen. 

Die verwendete Apparatur') bestand aus einem Doppel- 
monochromator mit Flintglasprismen. Als Lichtquelle 
diente ene Nernstlampe, der lichtelektrische Strom wurde tber 
eine Kaliumzelle mit emem Kinfadenelektrometer gemessen. 
Das Spektrum wurde mit H-, Hg- und Cd-Linien geeicht. Die 
Messungen erfolgten von 5 zu 5 mu, indem abwechselnd Losung 
und Lésungsmittel in den Strahlengang eingeschaltet und gleich- 
lang (z. B. 5 Sekunden) belichtet wurde. Die Ausschliige des linear 
geeichten Klektrometers (8—40 Skalenteile, auf 0,1 abgelesen) 
waren den durch die Lésung bzw. durch das Losungsmittel hin- 
durchgegangenen Lichtmengen J bzw. J, direkt proportional. Dio 
Absorptionskonstante berechnen wir nach der Forme! 





2,30 I, 
en ey 


worn ¢ die Konzentration der Lésung in Mol/Liter und d die Dicke 
der Kiivette in Zentimeter angibt. Die Kiivetten waren dureh 


1) Vgl. R. W. Pohl, Naturw. 15, 433 (1927). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCVIL. ll 
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Absorptionskurve des Zeaxanthins (Fig. 1). 
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Schwefelkohlenstoff (¢ 


Tabelle 1. 


7,55:10-5), d 





L070 mg Farbstoff in 25 ccm 


0,10 cm. J, wurde vor und nach 
I vemessen und das Mittel zur Berechnung von logy) /)// verwendet. 





Wellenlange 


mist 


560 
550 
545 
540 
535 
530 
525 
D20 
515 
D10 
505 
500 
495 
490 
485 
480 
475 
470 
465 
460 
455 
450 
445 
440 
435 
430 
425 
420 
415 
410 
405 
400 
3YD 
390 
385 





I) 


(Skalenteile) 


32,0 
33,0 
34,1 
34,4 
33,2 
34,7 
33,8 
29,0 
$2.9 
40,0 
30,3 
30,0 
30,2 
30,0 
30,0 
29.0 
28,0 
30,4 
34,2 
34,5 
33,0 
33,2 
32,6 
32,0 
33,2 
33,5 
32,0 
33,9 
$3.6 
30,1 
32,9 
25,5 
18,1 


25,0 


18,8 


I 
(Skalenteile) 


28,4 
26,7 
25,1 
19,6 
14,3 
10,4 
7,1 
4,8 
4,6 
4,1 
4,5 
4,8 
4,5 
4,0 
3,4 
3,2 
3,2 
4,3 








ly 
(Skalenteile) 


32,0 
32,8 
34,0 
34,4 
33,2 
34,8 
33,8 
29,0 
32,7 
30,2 
30,3 
30,2 
30,0 
30,0 
30,0 
29,0 
28,0 
30,8 
34,3 
34,5 
33,2 
33,0 
32,6 
32,0 
33,1 
33,7 
32,1 
34,0 
33,6 
30,1 
33,0 
25,6 
18,1 
25,0 


19,2 





i] 


bites 
o10 I 


0,052 
0,091 
0,132 
0,244 
0,365 
0,523 
0,677 
0,781 
0,852 
0,865 
0,828 
0,798 
0,826 
0,876 
0,945 
0,957 
0,942 
0,852 
0,786 
0,718 
0,663 
0,663 
0,584 
0,500 
0,433 
0,374 
0,344 
0,300 
0,256 
0,221 
0,192 
0,179 
0,164 
0,156 
0,133 





1,60 + 104 
2,67 
4,02 
7,44 
11,1 
15,9 
20,6 
23,8 
26,0 
26,4 
25,2 
24,3 
25,2 
26,7 
28,8 
29,2 
28,7 
26,0 
24,0 
21,9 
20,2 
20,2 
17,8 
15,2 
13,2 
11,4 
10,5 
9,14 
7,80 
6,74 
5,85 
5,45 
5,00 
4,76 
4,06 
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doppelten VerschluB vor dem Zutritt des Luft-Sauerstoffs ge- 
schiitzt. Als Lésungsmittel wurde Schwefelkohlenstoff 
(Kh. Merck, pro analvsi) verwendet, da in diesem verhaltnismaBig 
orobe Unterschiede der Absorptionsbanden zwischen verschiedenen 
Carotinoiden zu beobachten sind. 

Als Beispiel fiir die Bereehnung von x fiihren wir eine Mef- 
reihe mit Zeaxanthin in Tab. 1 an. 

In den Figuren ist als Ordinate immer die Absorptionskon- 
stante x in em! fiir 1 Mol/Liter aufgetragen, meht wie hiufig 
deren Logarithmus. ?) 

Nach Fig. 1 sind die Absorptionskurven von Lutein und 
Zeaxanthin in ihrem ganzen Verlauf sehr aihnlich. Beide Farb- 
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acm —+ Lose 
o—e Zearanthia 


No 
S 
| 
\ 
| 


witionssonstante 


fibsorp 
Re 
S 





~~ ™ 


_~ 
Gj 4] 
#0 Wepentange Ae 5.50 








— 





400 


Fig. 1. Absorptionsspektren von Lutein (aus Tagetes, Schmelzp, 193°) und von Zeaxanthin 
(aus Physalis, Schmelzp, 206°). 


stoffe zeigen im Sichtbaren 8 Banden, von denen die mittlere am 
stirksten, die kurzwellige am schwiichsten ist. Die Banden des 
Zeaxanthins sind gegen die des Luteins nach Rot verschoben, 
wober die Differenzen mit zunehmender Wellenlinge ansteigen. 
Sie betragen fiir die kurzwelligste Bande 4 my, fiir die mittlere 
(me ound fir die langwelligste 8 mu. Die Maxima scheinen bei 
Zeaxanthin ein wenig héher zu liegen. 

In Fig. 2 ist die Absorption eines krystallisierten Farbstoft- 
priparates aus EKidotter dargestellt. Man erkennt, dal die Ab- 


1) Bei den Wellenlingen ist, da es sich nur um Vergleiche handelt, 
keine Korrektur fiir die Spaltbreite angebracht. 
11* 
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sorption des Dotterfarbstoffes (aus bulgarischen Hihnereiern) mit 
derjenigen des pflanzlichen Luteins, was Gestalt und Hohe der 
Kurven betrifft, auffallend wbereinstimmt. Bei genauem Ver- 
vleich sieht man aber, daB die Banden gegen die des Luteims um 
2 my nach Rot verschoben sind. Unter der Annahme, da8 diese 
Versechiebung durch eine Beimengung von Zeaxanthin § bedingt 
wird, laBt sich auf Grund der Absorptionskurven der reinen Farb- 
stoffe (Fig. 1) das Mischungsverhialtnis berechnen. Am giinstigsten 
fir diesen Zweck ist das Gebiet zwischen 515 und 530 mv. 
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hiv. 2. Absorptionsspektren von Lutein (aus Tagetes) und von krystallisiertem Eidotterfarb- 
stolf (aus bulgarischen Hihnereiern). 


Beispiel fiir die Berechnung des Zeaxanthingehaltes. 
(Hollindische Hiihnereier.) 


Wellenlinge mz ......... 516 520 525 530 HB5 
x fiir Zeaxanthin. ........ 26,1 23,9 20,7 16,0 11,1] 
x fiir Dotterfarbstoff 2... . 0. 048~:«; 22,8 19,0 14,1 9,3 6.0 
Ne ge 21,4 16.8 ER. 6,6 3.6 
Peamemiiaiin in */,. 2. 5. 1 ses 30 31 30,5 29 a2 


Kir andere Priparate von Dotterfarbstoff fanden wir aut 
entsprechende Weise als Mittel 34°) und 20°/) Zeaxanthin. 

Ist die Annahme richtig, dab die Absorptionsunterschiede 
von Lutein aus Tagetes und aus Kidotter auf emem Gehalt 
des Jetzteren an Zeaxanthin beruhen, dann ist zu erwarten, 
dal ein kiimstliches Gemisch von etwa 80°), Zeaxanthin mit 70°, 
Pilanzenlutein optisch mit dem tierischen Pigment tiberemstimint. 
Dies trifft nach Fig. 8 in der Tat mit groBer Genauigkeit zu. 

Die Fraktionierung des Dotterfarbstoffes durch Adsorption 
an Calcium-carbonat, die in der voranstehenden Arbeit be- 
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schrieben ist, findet durch die genaue Ausmessung der Absorptions- 
kurven ihre Bestatigung. In Fig. 4 ist eine aus Kidotter gewonnene 
Zeaxanthinfraktion mit Lutein aus Tagetes verglichen. Man er- 
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Fig. 3. Vergleich von krystallisiertem Eidotterfarbstoff (aus bulgarischen Hiihnereiern) mit 
einem Gemisch von 68°/, Lutein (aus Tagetes) und 32°/, Zeaxanthin (aus Physalis), 


kennt, daB die beiden Kurven erheblich weiter auseinander- 
veruckt sind, als in Fig. 2. Aus den zwischen 515 und 535 my 
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Fig. 4. Vergleich yon Lutein mit einer Zeaxanthinfraktion aus Eidotter (durch Adsorption 
an Calciumcarbonat gewonnen). 

vemessenen Extinktionen berechnet sich ein Zeaxanthingehalt von 

72,5, 78,2 69,5, 78,5, 72,0%. 


Die Luteinfraktionen waren mit ihren Banden dem Pflanzen- 
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lutein sehr nahe geriickt. Die spektroskopische Bestimmung des 
Mischungsverhaltnisses heB sich aber nicht mit geniigender Ge- 
nauigkeit durehfuhren. Das Lutein ist niaimlich im = Adsorbat 
leichter als Zeaxanthin zersetzlich, so dai die durch Elution ve- 
wonnenen Luteinfraktionen in ihrer Absorption etwas hinter den 
reinen Farbstoffen zuriickbleiben. 


Zusammenfassung. 

Die Absorptionskurven von Lutein und Zeaxanthin wurden 
lichtelektrisch photometriert. 

Der Farbstoff der untersuchten Hiihnereicr stimmt in seiner 
Absorption mit einem Gemisch von 30°/, Zeaxanthin und 70°, 
Lutein quantitativ wberein. 

Die durch Adsorption des Dotterfarbstoffes an 
carbonat gewonnenen Zeaxanthinfraktionen enthalten wher 70°/, 


Calciuim- 


Zeaxanthin. 

Die Lage der fiir die Spaltbreite korrigierten Absorptions- 
banden in Schwefelkohlenstoff und die Hohen der Banden sind 
fiir die untersuchten Xanthophylle in folgender Tabelle 2. ver- 
zeichnet : 

Tabelle 2. 














1. Bande 2. Bande 3. Bande 
Lage | x Lage | x Lage | x 

eee eee 508 mu | 25,5-10* | 475 mu =—s_-28,0-10* | 445 mu ——-19,4- 10! 
Zeaxanthin..... 517 mu | 26,4 483 mu 29,2 451 mu = 20,3 
Farbstoff aus Ei- | 

ae . | 510 mu — 26,6 477 mu — 29,0 451 mu | 20,6 
68°/, Lutein+32°/, 

Zeaxanthin 510 mu | 26,8 477 mu | 29,3 451 mu 20,2 
Zeaxanthinfraktion | 

aus Kidotter. .. | 516mu | 25,5 4S] mu | 26,6 450 mu 17,3 


Herrn Prof. K.W. Hausser sprechen wir fiir seine viel- 
seitize Unterstiitzung unseren herzlichsten Dank aus. 





| 
| 
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Vergebliche Versuche 
zur Abtrennung des antirachitischen vom toxischen Faktor 
in Bestrahlung'ssprodukten des Ergosterins. 


Von 


A. Windaus und E. Auhagen. 


(Aus dem Allgemeinen Chem. Universitéts-Laboratorium, Gottingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Marz 1931.) 


Der Umstand, daB bei normal bestrahlten Ergosterinpriipa- 
raten die antirachitische und die toxische Wirkung einander un- 
vefihr parallel laufen, hat zu der Ansicht gefihrt, da beide Wir- 
kungen durch denselben Stoff bedingt seien. Nun haben wir aber 
neuerdings gefunden, daB es durch eine Anzahl von Hingriffen, 
wie z. B. durch Erhitzen auf 180° oder durch Hydrieren mit Na- 
trium und Athylalkohol gelingt, die antirachitische Wirkung der 
Bestrahlungsprodukte zum Verschwinden zu bringen, ohne <ie 
toxische Wirkung zu beeintraichtigen. Es lassen sich also auf 
diesem Wege antirachitisch unwirksame Praparate gewinnen, 
denen die typische Giftwirkung hoher Dosen bestrahlten Ergo- 
sterins noch zukommt. Dagegen ist es bis jetzt auf kemem Wege 
velungen, unter Erhaltung der antirachitischen Wirkung dic 
toxische Wirkung abzuschwiachen, also ungiftige Priiparate von 
Vitamin D zu _ bereiten. 

Die am niachsten legende Deutung fiir diese T'atsachen sehe 
ich in der Annahme, daB der antirachitische und der toxische 
faktor zwei verschiedenen Stoffen zugehort, die bei der Be- 
strahlung in einem bestimmten Verhaltnis nebeneinander ent- 
stehen und von denen der antirachitisch wirksame viel empfind- 
licher gegen erhéhte Temperaturen und gegen andere Eingriffe ist 
als der toxische. 

AuBer dieser Annahme ist allerdings eine zweite nicht von der 
Hand zu weisen; es ist auch denkbar, daB die antirachitische und 
die toxische Wirkung von einem und demselben Stoff ausgehen; 
dieser kénnte durch eine Anzahl von Eingriffen so veriindert 
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werden, daB er seine antirachitische Wirkung einbiiBt, ohne seine 
Giftigkeit zu verlieren. Die antirachitische Wirkung wiirde also 
nur dem Vitamin selbst, die toxische Wirkung aber auBer dem 
Vitamin auch einer Reihe von Umwandlungsprodukten des Vita- 
mins zukommen. 

Kine EKntscheidung zwischen diesen beiden Moéglichkeiten 
wiirde sich treffen lassen, wenn es gelainge, aus dem Bestrahlungs- 
produkt des Ergosterins eine antirachitisch wirksame, nicht toxische 
l’raktion abzutrennen. 

Wir haben viele Versuche angestellt, um dieses Ziel zu erreichen. 
Als phvsikalische Trennungsverfahren haben wir die fraktionierte 
Ausfallung der Bestrahlungsprodukte aus Acetonl6sungen ber —80 ° 
und ferner die Entmischung zwischen Benzin und Methylalkohol 
versucht; zur ‘Trennung auf chemischem Wege haben wir von der 
verschiedenen Reaktionsfahigkeit der Bestrahlungsprodukte gegen- 
itber Maleinsiureanhydrid Gebrauch gemacht; doch haben wir 
hisher keine eindeutigen Krfolge erzielt. 


I. Fraktionierungsversuche mit Aceton. 


1. W 65 ist ein mit Magnesiumfunken dargestelltes Be- 
strahlungsprodukt!), Lésungsmittel Benzol, Umwandlung 55°/), 
|x|}; = —6,6°. Absorptionsmessungen an einer 0,02°/jigen athe- 
rischen Loésung: 289 mu x» = 1,15, 280 mu 1,52, 275 mu 1,55, 
270 mu 1,54, 265 mu 1,46, 282 my 0,61. 

W 65 wurde in 10 'T’. Aceton gelést, die Losung wurde auf 

‘75° abgekiihlt und schied hierbei ein weiBes Pulver ab (W 65b), 
das bei derselben Temperatur von seiner Mutterlauge (W 65c) 
durch Filtrieren mittels eines Eintauchfilters befreit wurde. W 65b 
wurde durch zwei weitere Ausfallungen aus auf —75° gekithltem 
Aceton weiter gereinigt und dann untersucht. |«]},)=—6,5°, Ab- 
sorptionsmessungen an einer 0,02°/,igen atherischen Losung: 
289 mu x = 1,41, 280 mu 1,90, 275 my 1,84, 270 my 1,70, 
265 mye 1,57, 232 my 0,46. 

Die antirachitische Grenzdosis (Ratte) lag etwa bei 0,03 y; 
die toxische Grenzdosis (Maus) bei etwa 0,2 mg. 

W 65c, der Riickstand der ersten Mutterlauge, zeigte fir 
|x|; = -|-16°. Absorptionsmessungen an einer 0,02°/jigen athe- 
rischen Lésung: 289 mu x =1,8, 280 my 1,80, 275 mu 1,85, 
270 mu 1,80, 265 my 1,58, 282 my 0,64. 


1) Dieser Versuch ist noch von Herrn Dr. F. v. Werder durchgefihbrt 
worden. 
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Die antirachitische Grenzdosis lag zwischen 0,01—0,02 , die 
Giftgrenze betrug 0,08 mg. 

Es ergibt sich aus diesen Versuchen mit voller Sicherheit, dab 
das Fraktionieren aus Aceton nicht zu einer nennenswerten Tren- 
nung des antirachitischen vom toxischen Faktor gefiihrt hat; der 
dreimal aus Aceton umgefallte Anteil ist zwar weniger giftig als 
der in Lésung gebliebene, aber er ist auch weniger antirachitisch 
wirksam, und der Unterschied im Verhialtnis der antirachitischen 
zur toxischen Grenzdosis fallt in die Fehlergrenze der biologischen 
Priifungsmethode. 

2. A-. ist ein zu 51 °/, umgewandeltes Magnesiumbestrahlungs- 
produkt, Loésungsmittel Benzol, |«|)’-+- 4,79. Analyse C 84,41 
H 10,95. Absorptionsmessungen an einer 0,02°/,igen atherischen 
Lésung 289 mu *« = 0,97, 280 my 1,52, 275 my 1,58, 270 my 1,62, 
265 mu 1,60, 2382 mu 0,74. 

A;g wurde mit Pyridin und Essigsiureanhydrid acetyliert ; 
das gebildete Acetylderivat wurde bei — 75° mittels Aceton in 
einen schwerer und in einen leichter loslichen Anteil verwandelt, 
die beide antirachitisch gut wirksam waren. Derselbe Versuch 
wurde dann mit A,,) vorgenommen, einem nur zu 33 °/, umgewan- 
delten Magnesiumfunkenpraéparat; es wurde acetyliert und aus 
Aceton fraktioniert gefallt; doch gelang es uns auch hier nicht, 
den antirachitischen Faktor frei von dem toxischen zu erhalten. 


II, Entmischungsversuche mit Benzin-Methylalkohol. 


1. Ay, ist ein mit Magnesiumfunken dargestelltes Bestrahlunys- 
produkt, Loésungsmittel Benzol, Umwandlung 62 °/), | «|)>—= -+-0.7". 
Vollwirksam zu 0,05 y, geringere Dosen nicht gemessen. 

Ag, wurde erst mit Benzin-Methylalkohol in der Weise ent- 
mischt, daB eine etwa 2°/,ige Normalbenzinlésung des Bestrahlungs- 
produkts dreimal mit dem gleichen Volum 95°/jigem Methy!l- 
alkohol ausgeschiittelt wurde; die Benzinlésung und die Methyl- 
alkohollésung wurden jede fiir sich im Vakuum zur 'T'rockne ge- 
bracht und hinterlieBen 2,5 g bzw. 4,5 g Riickstand; die Riick- 
stiinde wurden in 10 T. Aceton gelést und die Lésungen auf — 70° 
abgekihlt. In jedem Fall schied sich ein Teil des Materials ab tind 
wurde von der Mutterlauge befreit; es wurden also 4 Fraktionen 
erhalten. 

A,o;, der in Aceton schwer lésliche Anteil aus der Benzin- 
losung, hatte die richtige analytische Zusammensetzung (C 84,44, 





a 
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11 11,08); die antirachitische Grenzdosis lag bei 0,08—0,04 y, dic 
(riftgrenze bei O,1 mg. 

Ajo), der in Aceton leicht losliche Anteil der Benzinlésung, 
enthielt nach der Analyse eine geringe Menge Oxydationsprodukte ; 
er war trotzdem zu 0,02 y vollwirksam, 0,05 mg war die Giftgrenze. 

A,, war der in Aceton schwer lésliche Anteil der Methy!l- 
alkoholl6sung, er hatte die richtige Zusammensetzung (C 84,47, 
H 11,26), er war zu 0,05 y wirksam, geringere Dosen wurden nicht 
untersucht, 0.1 mg war die Giftgrenze. 

A.. war der in Aceton leicht léshehe Anteil der Methylalkohol- 
losung, er enthielt geringe Mengen von Oxydationsprodukten, war 
aber zu 0,05 y vollwirksam, gerigere Dosen wurden nicht gepriift, 
0.05 me war die Giftgrenze. 

A,, wurde noch viermal aus Aceton bei — 75° umgefillt; 
dieser am schwersten lésliche Anteil, Ajo,, war etwas schwicher 
antirachitisch wirksam als Ags, die Giftgrenze lag wieder etwa 
ber O,1 me. 

Die Versuche zeigen, daB beim Umildsen aus <Aceton die 
schwerer léslichen Fraktionen die richtige analytische Zusammen- 
setzung besitzen, wihrend die Oxvdationsprodukte in den Mutter- 
laugen bleiben. ine wesentliche Trennung von toxischem und 
antirachitischem Faktor ist aber nicht gegliickt. Es scheint, dah 
het wiederholtem Umlésen der schwerst lésliche Anteil sehr all- 
mahlich an antirachitischem Faktor verarmt. Eine merkliche 


antirachitisch 


Versehiebung des Quotienten ee Faktor zugunsten des 
xISC 


antirachitischen ist nicht gegliickt. 

2. Genau dasselbe kombinierte Trennungsverfahren wie mit 
Ag, ist auch mit Aj. vorgenommen worden. Ajo, ist ein zu etwa 
50°/, umgewandeltes Magnesiumfunkenpraparat. Auch hier war 

antirachitiseh F 
toxisch 
stiger als im Ausgangsmaterial und ein Erfolg nicht erzielt worden. 


in allen 4 Fraktionen das Verhaltnis aktor nicht giin- 


III. Fraktionierungsversuche mit Maleinsaureanhydrid. 

1. A.L. 6 ist ein Magnesiumfunkenpriparat, Umwandlung 
51°/,, Lésungsmittel Benzol, {%]» =—8,65°. Das Bestrahlungs- 
produkt wurde 2!/, Stunden in benzolischer Lésung mit einem 
UberschuB von Maleinséureanhydrid auf 78° erwiirmt. Bei der 
Aufarbeitung nach der kiirzlich beschriebenen Methode!) stellte es 


1) Ber. chem. Ges. 64, Aprilbeft (1931). 
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sich heraus, daB sich 92,6 °/, des Materials mit Maleinsdiureanhydrid 
verbunden hatten. Dieses Additionsprodukt erwies sich erwartungs- 
vemiB als antirachitisch unwirksam und nicht toxisch. Das nielit 
umgesetzte Material (7,4°/)) zeigte die hohe Drehung von -}- 44,8 ° 
fiir |xlp; es war zu 0,06 y antirachitisch vollwirksam, die toxi- 
sche Grenzdosis lag zwischen 0,25—0,5 me. 

2. ALL. 8 ist ein Magnesiumfunkenpriiparat. Umwandlung 
93,6°/), Lésungsmittel bBenzol, | «|p = 19.7°: es wurde in ben- 
zolischer Lésung bei Zimmertemperatur mit Maleinsiiureanhydrid 
17 Stunden stehen gelassen und verband sich in dieser Zeit zu 
67°/, mit dem Maleinsiiureanhydrid. Nach 12 Tagen hatte sich 
diese Zahl auf 78,2°/, erhéht. Der nicht umgesetzte Anteil (21,8 °/,) 
zeigte fiir |«|p die Drehung von +- 52,8°. Absorptionsmessungen 
an einer 0,02°/jigen atherischen Lésung: 289 mye # = 0,6, 280 mye 
0.88, 275 mu 0,9, 270 mu 0,93, 265 me 0,99, 232 mye 0,73. 

Dieser Anteil war zu 0,02 y vollwirksam, die toxische 
Grenzdosis lag bet 0,05 mg. Eine Anreicherung des antirachi- 
tischen Faktors im Verhaltnis zum toxischen hatte sich also auch 
in diesem Falle nicht erreichen lassen; doch erscheint es uns aus- 
sichtsreich die Versuche weiter fortzusetzen, da die groBen Ande- 
rungen in Drehung und Spektrum auf eine wesentliche Fraktionic- 
rung der Bestrahlungsprodukte mittels Maleinsiiureanhydrid hin- 
deuten. 








Anhang: Uber das physiologische Verhalten des Ergosteryl-phenylurethans. 


Vor einiger Zeit haben wir festgestellt, daB einige Ester des 
rgosterins (Phenylurethan, Naphthylurethan, Allophansiureester, 
Oxalat u.a.) beim Bestrahlen zwar eime analoge Veriainderuny 
erleiden wie Ergosterin selbst, aber trotzdem keine antirachitische 
Wirksamkeit besitzen. Wenn diese bestrahlten Ester des Er- 
vosterins verseift werden, entstehen dagegen Alkohole von hoher 
antirachitiseher Wirksamkeit. Weiter haben wir uns iberzeugt, 
daB hochwirksame Bestrahlungsprodukte, wenn sie in die be- 
treffenden Ester tibergefiihrt werden, ihre antirachitische Wirkung 
einbiBen; die toxische Wirkung solcher Priparate haben wir 
seinerzeit nicht gepriift. Es erschien uns nun méglich, daB der 
toxische Faktor, der im Gegensatz zum antirachitischen Faktor 
gegeniitber Temperatursteigerung auf 200° und gegeniiber der 
Hvdrierung mit Natrium und Alkohol bestindig ist, auch in den 
Bestrahlungsprodukten der Ester wirksam geblieben ist. Die von 
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uns seither vorgenommenen Versuche haben aber das Gegenteil 
gezeigt. Wir stellten uns das Ergosterylphenylurethan erneut dar 
(Schmelzp. 181—182°, ||)” =— 62,5°) und _ bestrahlten es in 
benzolischer Losung mit Magnesiumfunkenlicht; 2 y des Esters 
erwiesen sich an allen Ratten als antirachitisch unwirksam, 6 mg 
erwiesen sich an allen Mausen als ungiftig. 

Nunmehr wurde das bestrahlte Produkt durch vierstiindiges 
Erhitzen mit methylalkoholischer Kalilauge verseift und das Ver- 
seifungsprodukt wieder physiologisch gepriift; die toxische Grenz- 
dosis war etwas niedriger als 0,5 mg, die antirachitische Grenz- 
dosis lag bei etwa 0,2 y. 

Beide im Phenylurethan nicht nachweisbaren Faktoren, der 
antirachitische und der toxische, treten also nach der Verseifung 
wieder in Erscheinung. 


Die physiologischen Priifungen sind in den wissenschaft- 
lichen Laboratorien der I. G. Farbenindustrie Aktiengesell- 
schaft, Werk Elberfeld, der Chemischen Fabrik EK. Merck- 
Darmstadt und in der Biochemischen Abteilung des Allgem. 
Chemischen Universitéts-Laboratoriums Gottingen durchgefiihrt 
worden; die optischen Messungen hat Herr cand. chem. Pallutz 
vorgenommen. 
mee. Wir danken® dergI. G.'Farbenindustrie A.-G. und der 
Mirma KE. Merek vielmals fiir die Unterstiitzung unserer Arbeiten. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
sprechen wir ebenfalls fiir die gewéhrte Hilfe unsern verbind- 
lichen Dank aus. 
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Untersuchungen iiber die Konstitution der Gallensduren. 
XV.’) 
Uber Apocholsaure 
und ,,Dioxy-cholensiure vom Schmelzp. 259—260™. 


Von 
W. Borsche und Alex. R. Todd. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universit&t Frankfurt a. M.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12, Miirz 1931.) 


Boedecker und Volk haben bei dem Versuch, Cholsiiure 
C,,H,,O, partiell zu dehydratisieren, zwei isomere Dioxy- 
cholensiuren C,,H,,O0, erhalten, von denen sich die eine bei 
259—260° schmelzende glatt zu Desoxycholsiure C,,H,,0, 
hydrieren lieB, wihrend die andere als Apocholsiure bezeichnete 
der katalytischen Hydrierung hartniickig widerstand.?) Sie wurde 
von ihren Entdeckern aber trotzdem als ungesittigte Verbindung 
angesprochen, weil sie in Methanol gelést mit Brom augenblicklich 
reagierte und sich dann unter Abspaltung von Bromwasserstoff 
in Dioxy-choladiensiure C,,H,,0, verwandelte. Diese Dioxy- 
choladiensiure haben Boedecker und Volk unter denselben 
Bedingungen auch aus der bei 259—260° schmelzenden Dioxy- 
cholensiure gewonnen. Fiir letztere ist die 3,7-Stellung der 
Hydroxyle durch ihren Ubergang in Desoxy-cholsiure gesichert. 
Auch die Apocholsiure war also ein 3,7-Dioxyderivat der Cholsiure, 
d. h. durch Wasseraustritt an Ring II] entstanden. Bei ihrer 
Zuginglichkeit schien sie uns ein sehr geeigneter Ausgangspunkt, 
um in diesen bisher noch am wenigsten erschlossenen Bezirk 
des Cholsiuremolekils einzudringen. Wir haben uns deshalb — 
im Kinverstindnis mit Herrn Direktor Dr. Boedecker, dem wir 
fir sein giitiges Entgegenkommen zu groBem Dank verpflichtet 
sind, und von ihm in der freundschaftlichsten Weise unterstiitzt — 





') XLV. Mitteilung: Diese Z. 178, 148 (1928). 
*) Ber. chem. Ges. 58, 1852 (1920); 54, 2489 (1921); 65, 2802 (1922). 
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im AnschluB an eine unverdffentlichte Untersuchung von Borsche 
und Frank aus den Jahren 1926/27 seit einiger Zeit erneut 
mit der Apocholsiure und ihrem bei 259—260° schmelzenden 
Isomeren beschiftigt. Dabei haben wir folgendes beobachtet: 

Bei der thermischen Zersetzung (Destillation im Vakuum) 
verhilt sich Apocholsiure ganz ihnlich wie Cholsiure und Des- 
oxycholsiure. Sie spaltet die beiden noch in ihr vorhandenen 
alkoholischen Hydroxyle als Wasser ab und ergibt eine gut 
krystallisierende, doppelt ungesittigte Siure C,,H,,0,, Apo- 
choladiensiure, die leicht zu Apocholansaure C,,H,,0, 
hydriert werden kann. Apocholansiure, die, wie wir nachtrig- 
lich erfuhren, auf die gleiche Weise schon 1923 von den Herrn 
Boedecker und Volk dargestellt worden ist, erwies sich gegen 
katalytische Hydrierung und gegen alkalische Permanganatliésung 
iihnlich bestiindig wie Cholansiure, unterschied sich aber von ihr 
durch ihr Verhalten gegen Schwefelsiiure in Acetanhydrid. Cholan- 
siure lést sich darin ohne Farbung, Apocholansiure mit gelber 
Farbe, die sich bald zu Weinrot vertieft. 

Bei unseren Abbauversuchen haben wir zunichst Chrom- 
trioxyd unter den fiir die Oxydation der Gallensiuren zu ihren 
Dehydrosiiuren iiblichen Bedingungen auf Apocholsiure einwirken 
lassen. Dabei entstand in normaler Reaktion Dehydro-apochol- 
siure C,,H,,0,. Analysenrein haben wir sie allerdings bis jetzt 
ebensowenig wie ihren Methylester in Hinden gehabt. Es ist 
uns aber gelungen, letzteren durch sein Dioxim als Diketo- 
verbindung zu charakterisieren und erstere durch ihr Verhalten 
bei der Clemmensen-Reduktion, die reichlich Apocholansiure 
ergab. 

Durch alkalische Permanganatlésung wurde Apochol- 
siiure schwieriger angegriffen, als man es von einem Athylenderivat 
erwarten sollte, dann aber gleich in wenig durchsichtiger Weise 
weiter veriindert. Immerhin war es uns unter bestimmten Be- 
dingungen mdglich, die erste Stufe ihres Abbaues aus dem Reaktions- 
gemisch zu isolieren. Sie war zu unserer Uberraschung nichts 
anderes als die Dioxy-choladiensiure C,,H,,.0, von Boedecker 
und Volk, die wir ebenfalls von vornherein in den Kreis unserer 
Versuche einbezogen hatten. 

Dioxy-choladiensiiure bekamen wir schlieBlich auch, als wir 
Kisessig-Apocholsiure in Aceton mit 1 Mol. Benzoylhydroper- 
oxyd zusammenbrachten, und zwar in so guter Ausbeute, daB 
diese Reaktion unmittelbar als Darstellungsverfahren fiir Dioxy- 
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choladiensiiure empfohlen werden kann. Daneben fanden wir stets 
etwas Oxydo-apocholsaure C,,H,,O,. Da sie wegen ihrer ge- 
ringen Léslichkeit sehr bald aus ‘der Lésung auskrystallisiert, 
glauben wir nicht, daB sie die Zwischenstufe beim Ubergang von 
Apocholsaure in Dome: choladiensiure bildet. Wir vermuten viel- 
mehr, daB das Oxyd aus dem primiiren Anlagerungsprodukt von 
Benzoylhydroperoxyd an Apocholsiiure durch Austritt von Benzoe- 
siure, Dioxy-choladiensiure dagegen durch gleichzeitige Abspaltung 
von Benzoesiure und Wasser entsteht: 
>C:CH-CH:C< <— >C-CH,- CH, C< —» >C-CH,-CH,-C< 
O-CO-C,H, HO O 
Trotzdem steht das Oxyd in der Mitte zwischen Apocholsiiure 
und Dioxy-choladiensiiure. Denn wir konnten es ebensogut (schon 
durch n-Schwefelsiiure bei Zimmertemperatur) in letztere iiber- 
fiihren wie (durch katalytische Hydrierung) in Apocholsiure zuriick- 
verwandeln. Dioxy-choladiensiaure liefert bei der katalytischen 
Reduktion gleichfalls A pocholsaure, wie vor uns schon Boedecker 
und Volk feststellten.!) Wir schlieBen daraus, daB sie nur eine 
,Doppelbindung“ enthalt und als Athylenderivat der Apocholsiiure, 
als Apocholensaéure zu betrachten ist. 

In dieser Auffassung werden wir bestarkt durch unsere Beob- 
achtungen an der Dioxy-cholenséiure vom Schmelzp. 259 
bis 260% Da sie bereits von Boedecker und Volk hydriert und 
bromiert worden ist (vgl. oben!), haben wir vor allem ihr Verhalten 
gegen Oxydationsmittel untersucht. Chromtrioxyd in Eisessig 
dehydrierte sie zu Diketo-3,7-cholensiure ©,,H,,0,. Alkalische 
Permanganatlésung lagerte zwei Hydroxylerappen an die 
Athylenbindung und verwandelte sie mit leidlicher Ausbeute in das 
zugehorige Glykol, Tetraoxy-3,7,13,14-cholansaure C,,H,,O,, 
um deren weiteren Abbau zu gut charakterisierten Stoffen wir uns 
bisher ohne befriedigenden Erfolg bemiiht haben. Anders, als 
wir erwartet hatten, verlief dagegen die EKinwirkung von Benzoyl- 
hydroperoxyd, der wir wegen der geringen Léslichkeit der freien 
Saure in Ather und Aceton ihren Methylester unterwarfen. Dabei 
erhielten wir nimlich — abgesehen von dem ersten Versuch, bei 
dem sich eine kleine Menge Oxydo-dioxy-cholensiure-methyl- 
ester ©,,H,,O, aus der Reaktionsfliissigkeit ausschied — aus- 
schlieBlich Diouy- choladiensaure-methylester C,,H,,0,. 


1) Alle dings i in einer stereoisomeren Form. Die optische Untersuchung 
der Apocholsiiure aus Apocholsiiureoxyd steht noch aus. 
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Insgesamt lassen sich also nach den friheren und unseren 
eigenen Versuchen die Umwandlungen der Apocholsaure und ihres 
bei 259—260° schmelzenden Isomeren und die Beziehungen zwischen 
beiden Siuren in folgender Weise zusammenfassen: 

Desoxycholsiure 
Cy Hy, 
A 
(H, + Pt) 
Dioxy-cholensiiure (259—260° ':, Diketocholensiiure 























A C,,H,5,9, "  Cy,H3,0, 
Mn0,K 
San 
° Tetraoxycholansiure 
= ’ 
' Brz, CgH;-CO,H C2400, 
H, + Pt | 
—_—-__ > Dioxy-choladiensiiure 
Cholsiiure aa Bry, MnQ,K, CgH,-CO,H C,H, 
C,,H,,05 ! A 
J | | (n-Schwefel- 
bo | sdure) 
| UgH-CO,H 
| > Oxydo-apocholsiure 
= | a Cy Hy, 0, 
Y Y ly 
Apocholsiiure = ~~, >  Dehydro-apocholsiiure 
Cy,H3,0, CoH, ,0, 
Dest.) (Clemm.-Red.) 
com H, + Pt in 
Apocholadiensiure §=————— >  Apocholansiure 
C,,H5,0, C,.H5.0, 


Uber die Konstitution der Dioxy-cholensaure vom 
Schmelzp. 259—260° und den Vorgang ihrer Bildung aus Chol- 
siure besteht keine Unsicherheit. AuBer dem hydroxylierten ist 
kein asymmetrisches Kohlenstoffatom daran beteiligt, wie aus der 
Identitiit der aus ihr gewonnenen Desoxycholsiure mit der natiir- 
lichen hervorgeht. Sie ist also durch normale Dehydration einer 
im Ring III vorhandenen Gruppe -CH,-CH(OH). entstanden. Anders 
liegen die Dinge fir Apocholsiure und Dioxy-choladien- 
siure. Die Schwierigkeiten, die dem Kinblick in den Zusammen- 
hang zwischen Apocholsiure und Cholsiure auf der einen Seite, 
in den Zusammenhang zwischen Dioxy-choladiensiure und Apo- 
cholsiiure bzw. Dioxy-cholensiiure auf der anderen Seite ent- 
gegenstehen, lassen sich aber, wie uns scheint, mit Hilfe der 
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kirzlich von Wieland und Vocke!) zur Diskussion gestellten 
Konstitutionsformel der Cholsiiure (1) miithelos iiberwinden. 


CH, 
on Om 
12 | 
HO-HGts ©” 17C—-—CH, 
I HCl | IV cH, 
be. 10CH——CH CH, 
—— Na ‘ ’ 
H.C on, CH-CH,-CH,-CO,H 
|X 1 
HO-HC’ ‘CH  7CH-OH 
ee ae 


Gu, OH, 
Wir gehen dabei von der experimentell begriindeten Annahme aus, 
da8B Apocholsiure eine gesittigte, Dioxy-choladiensiure 
in Wirklichkeit keine doppelt ungesittigte, sondern eine 
einfach ungesittigte Verbindung ist, und daB beide in ihrem 
Molekiil dieselbe eine Athylenbindung vortiiuschende, ungewéhnlich 
leicht sprengbare einfache Bindung zwischen zwei Kohlenstoff- 
atomen besitzen. Sie muf bei der Wasserabspaltung aus Ring III] 
an irgendeiner Stelle des C-Geriistes neu gebildet werden. Wo 
diese zu suchen ist, ergibt sich aus dem Atommodell der neuen 
Cholsiureformel: sie muB C}? mit C! verkniipfen. Denn nur hier 
laBt sich ohne allzu groBen Zwang eine weitere C, C-Bindung in 
das Modell einfiigen. Wir schreiben also dem Ring III in der 
Apocholsiiure Formel II zu, in der Dioxy-choladiensiure Formel III: 





CH, CH, 
aN aN 
H,C o.. n6 / t— 
i HC / | II HC / | 
C CH— C CH— 
Pi Pll ie) al 


H,G H,G 
| | | 
und betrachten in diesem Sinne unsere Versuche auch als einen 
Beweis fiir die neue Konstitutionsformel der Cholsiiure. Die Ur- 
sache fiir das Auftreten der direkten Bindung zwischen C! und ©! 
suchen wir in ahnlichen Umstiinden, wie sie der bekannten Bredt- 
schen Regel zugrunde liegen. Wir glauben, daB in allen Fiillen, 
in denen von C! oder von C!? oder gar von beiden Athylen- 





') Diese Z. 191, 75 (1930). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXCVII, 12 
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bindungen ausgehen, instabile Systeme mit starken inneren Span- 
nungen vorliegen, die sich alsbald durch freiwillige Umlagerung 
in das Ringsystem der Apocholsiuregruppe stabilisieren. Der Weg 
von der Cholsiiure zur Apocholsiiure wiirde also iiber eine un- 
bestindige Dioxy-cholensiure IV fihren, 


CH, CH, 
Cc CH, Cc CH, 
a Pa 
HC - HG Cx 
IV HC ML | V HC UI | 
HC CH— C CH— 
Pi ail - 
HG a H,G —— 
| 


| | | 


der Weg von der Apocholsiiure bzw. Dioxy-cholensiure zur Apo- 
cholensiiure (= der bisherigen Dioxy-choladiensiure) iiber eine 
unbestandige Dioxy-choladiensiure V usw. 

Ks wire natiirlich auch denkbar, dab bei der Dehydratisierung 
von Ring III die Verschiebung der Bindungsverhiltnisse tiber den 
betroffenen Ring hinaus auf andere Teile des Molekiils iibergriffe. 
Wir halten das aber fiir ziemlich unwahrscheinlich, weil Dioxy- 
cholensiiure vom Schmelzp. 259—260°, die wegen ihres Uber- 
ganges in Desoxy-cholsiure jedenfalls noch in die Cholséuregruppe 
gehdrt, schon durch ein so mild wirkendes Reagens wie Benzoyl- 
hydroperoxyd in Dioxy-choladiensiure, eine Verbindung der Apo- 
cholsiiuregruppe, tibergeht. 

SchlieBlich méchten wir noch darauf hinweisen, daB die Chol- 
siiureformel I und die daraus folgende Cholesterinformel VI sich 
auch noch von einer ganz anderen Seite her stiitzen lassen. 





CH, 
_ CH CH, 
“all | 
— j 
H,C C CH, 
H,C Neu, ous 
: HC CH —CH—CH. CH, -CH,-CH,-CH\ 
VI a wie CH 3 
H,C C—— CH, ' 
H,C CH CH 
ee oe 
CH CH 





-~ — 
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Formel VI enthilt niimlich in ihrem oberen Teil das Kohlen- 
stoffgeriist des Farnesols (VII): 
CH, -OH 
HC CH, CH, 
a iia 
VII CH, 

CH, 

HC=C- CH, -CH,-CH: C¢ 

on cH, 

Der Rest des Molekiils liBt sich unschwer in zwei Ketten von 
sechs Kohlenstoffatomen zerlegen. D. h., die einfachsten Bausteine 
des Cholesterins und seiner Verwandten sind drei Isopren- und 
zwei Hexosemolekiile. Die Verbindung der Cholesterin- und Chol- 
siuregruppe treten damit in Beziehung zu Stoffen, die in der 
belebten Welt weit verbreitet sind, u. a. auch zu den in den letzten 
Jahren so vielfach bearbeiteten Polyenfarbstoffen. Der bio- 
logische Zuhammenhang zwischen Squalen (= Difarnesyl) und 
Cholesterin, auf den erst jiingst Karrer und Helfenstein hin- 
gewiesen haben}), wird durch diese Uberlegung in ein neues Licht 
geriickt, und man kénnte sogar daran denken, zwischen dem das 
Wachstum férdernden Vitamin, das nach v. Kuler im Stoff aus 
der Verwandtschaft des Carotins zu sein scheint, und dem anti- 
rachitischen Vitamin, einem Sterinderivat, das das Knochengeriist 
fiir den wachsenden Organismus bauen hilft, iiber Farnesol und 


Isopren hinweg eine Briicke zu schlagen. 


Beschreibung der Versuche. 
I. Versuche mit Apocholsaure. 


Bei der Darstellung der Apocholsiiure hielten wir uns genau 
an die Vorschrift von Boedecker und Volk und erzielten leicht 
die von ihnen angegebene Ausbeute (aus 100 g Cholsiiure 45—50 g 
Xylol-apocholsiure, schlieBlich sogar tiber 60 g). 


Apocholsiure-methylester. 


Der Ester bildete sich sehr glatt beim EKintragen von Apochol- 
siiure In iitherische Diazomethanlésung. Beim Abdestillieren des 
Athers blieb er als Harz zuriick, das beim Verreiben mit etwas 
Methanol schnell in farblose Prismen iiberging. Schmelzpunkt 
roh 76°, nach dem Umkrystallisieren aus Methanol und Trocknen 


') Helvet. chim. Acta. 14, 78 (1931). 
12" 
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zur Gewichtskonstanz iiber Schwefelsiure 88—90°, wie 


Boedecker und Volk angeben. 


2,780 mg Substanz gaben 7,535 mg CO, und 2,455 mg H,0. 


9,740 mg » » 5,585 mg AgJ. | 
C,H 9, Ber. C 74,25°/, H 9,92°/, OCH, 7,69°/, 
Gef. ,, 73,92 , 9,88 » «6,51. 


Mit dem Zerewitinoff-Verfahren lieBen sich 2-OH darin nachweisen: 


0,1386 g Substanz gaben 16,95 cem CH, (23°, 749 mm). 
0,0808 g - " 9,95 cem CH, (18°, 744 mm). 


C,,H,,0,(OH), Ber. CH, 8,42 Gef. CH, 8,50, 8,63. 
Apocholadiensiiure und Apocholansiure. 
Apocholadiensiure, C,,H,,0,. 
10 g reiner Apocholsiure wurden bei 12—14 mm im Schwert- 


kolben in der fiir die Darstellung von Cholatriensiure iiblichen 
Weise destilliert (Metallbad), Bei 350—360° Badtemperatur (Tempe- 
ratur im Kolben etwa 315°) verfliichtigten sie sich bis auf einen 
geringen Riickstand. Das gelbliche Destillat lésten wir in 25 ccm 
Alkohol und lieBen in einem Kélbchen freiwillig eindunsten. Nach 
zwei Tagen war die Lésung zu einem Brei farbloser Nadeln er- 
starrt. Schmelzpunkt der Apocholadiensiiure roh gegen 120°, } 


nach mehrfachem Umkrystallisieren aus Alkohol bleibend bei 


132—133°. Ausbeute 1,9 g. In Acetanhydrid-Schwefelsiure liste 
sie sich mit griiner Farbe. 


C,,H;,0, Ber. C 81 27°9/, H 9,67°/ Gef. C 81,36°/, H 9,90°). 
’ lo ’ /0 , 


2,680 mg Substanz gaben 7,995 mg CO, und 2,370 mg H,0O. 


Eine Bestimmung des Drehungsvermégens in Chloroform ergab: 
Konzentration: 2,376°/,, abgelesener Winkel + 0,65°, [a'8° = + 27,4°. 


Der Methylester der Siure, mit itherischer Diazomethan- 


lésung aus ihr genommen, hinterblieb beim Abdestillieren des 
Athers als farbloses Harz, das aber schnell durchkrystallisierte. 
Es schmolz danach bei 42—43°, nach wiederholtem Umldsen aus 
Methanol bleibend bei 43,5° und bildete farblose Nadeln, die erst 
nach zweiwéchentlichem Trocknen iiber P,O, befriedigende Ana- 


lysenwerte gaben. 


2,535 mg Substanz gaben 7,535 mg CO, und 2,205 mg H,0. 
4,410 mg - » 2,815 mg AgJ. 
C,;H;,0; Ber. C 81,50°/, H 9,79°/, OCH, 8,44°/, 
Gef. ,, 81,07 ,, 9,73 » 98,43. 
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Apocholansiure, ©,,H,.0,. 


1,17 g Apocholadiensiiure wurden in 60 ccm Eisessig, in dem 
sie sich fast véllig lésten, mit 0,8 g Pt-mohr und Wasserstoff von 
Atmosphirendruck geschiittelt. Bereits nach 15 Minuten hatten 
sie etwa */, der berechneten Menge davon absorbiert, nach weiteren 
45 Minuten den Rest (ber. 147 com H,, verbr. 150 ccm). Dabei 
hatte sich bereits ein Teil der Apocholansiiure ausgeschieden. Sie 
wurde durch Zusatz von 20 ccm Kisessig und Erwiirmen wieder 
gelost. Aus dem Filtrat vom Pt kam sie in farblosen Niidelchen 
heraus, die nach dreimaligem Umkrystallisieren aus Eisessig 
bleibend bei 143—144° schmolzen. Ausbeute 1 g; schwer léslich 
in kalter Essigsiure, leichter in Alkohol und Ather, bestandig 
gegen alkalische Permanganatlisung, list sich in Acetanhydrid- 
Schwefelsiure erst gelb, dann weinrot. Zur Analyse wurde sie 
im Vakuum bei 100° iiber KOH getrocknet. 

2,400 mg Substanz gaben 7,055 mg CO, und 2,245 mg H,0. 

C,,H;,0. Ber. C 80,44°/, H 10,61 °/, Gef. C 80,17°/, H 10,47°/,. 

Drehungsvermégen in Chloroform: Konzentration 2,272°),, abgelesener 
Winkel + 0,84°, [a] = + 37°. 

Vorstehende Beobachtungen iiber Apocholadiensiure und 
Apocholansiure decken sich voéllig mit denen, die Boedecker 
und Volk, wie wir nachtriiglich erfuhren, schon 1923 gemacht 
hatten. Herrn Direktor Dr. Boedecker verdanken wir dariiber 
folgende Mitteilungen: 


Destillation der Apocholsiure: Apocholadiensiure. 
Schmelzp. 1382—133°. [ee] (in Chloroform) = + 27,4° 


Mol.-Gewichtsbestimmung in Eisessig ergab 348. Durch Titration 
wurde das Aquivalent zu 350 bestimmt. Die Siiure ihnelt in 
ihren Kigenschaften sehr den Wielandschen Cholensiiuren. Auf- 
fallend ist — im Gegensatz zur Cholatriensiure — die positive 
Drehung der Siure. 


Hydrierung der Apocholadiensiure: Apocholansiure 


Apocholadiensiiure nimmt nur 2 Mole Wasserstoff auf. Schmelz- 
punkt der Apocholansiiure nach mehrfachem Umkrystallisieren aus 
Kisessig 144,5—145.5% Die Siure ist gegen Permanganat recht 
bestiindig, gibt aber im Gegensatz zur Cholansiiure in Essigsiiure- 
anhydrid mit Schwefelsiiure zuerst eine schwach gelbe, dann wein- 
rote Firbung.“ 
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Apocholansiure-methylester bekamen wir aus der Siure 
mit Diazomethan als farbloses Harz, das rasch krystallin wurde. 
Aus Methanol setzte er sich in farblosen Niidelchen vom Schmelz- 
punkt 55—56° ab. 

2,575 mg Substanz gaben 7,555 mg CO, und 2,350 mg H,0. 

C,,H,,0, Ber. C 80,64°/, H 10,75, | Gef. C 80,62°/, H 10,21°/,. 


Oxydationsversuche. 

Oxydation der Apocholsiiure mit Cr0,: Dehydro-apocholsiiure, C,,H,,0,. 

Wir listen 2 g EKisessig-apocholsiure in 44 ccm Eisessig und 
oxydierten sie bei einer 17° nicht tbersteigenden Temperatur 
durch tropfenweisen Zusatz von 1,2 g Chromtrioxyd in 2 ccm 
Wasser + 4 ccm Eisessig. Als wir die dunkelgriine Lésung am 
niichsten Morgen in Eiswasser einriihrten, fielen amorphe, harzige 
Flocken aus. Sie wurden abfiltriert, in ammoniakhaltigem Wasser 
gelést und durch Eintragen in eiskalte sehr verdiinnte Salzsiure 
wieder abgeschieden. Es entstand ein flockiger Niederschlag, der 
sich gut absaugen und auswaschen lief. Beim Trocknen iiber 
Schwefelsiure verwandelte er sich in ein gelblichweiBes Pulver. 
Da wir ihn weder unmittelbar noch, nachdem wir ihn mit Ather 
aus der Hiilse extrahiert hatten, zur Krystallisation bringen 
konnten, veresterten wir ihn mit Diazomethan und kochten den 
ebenfalls nicht krystallisierenden Methylester in Methanol 
4 Stunden mit einem UberschuB von Hydroxylamin-chlorhydrat 
und Natriumacetat. Aus der erkalteten Fliissigkeit fiel beim 
Verdiinnen ein weiBes, gegen 100° schmelzendes Pulver aus. 
Es wurde abfiltriert, getrocknet und mit Petroliither (Siedepunkt 
um 40°) aus der Hiilse extrahiert. Dabei setzten sich nach einiger 
Zeit an der Wand des Extraktionskolbens weiBe, mikrokystalline 
Krusten ab. Sie schmolzen, nach geringen Zusammensintern um 
110°, bei 120—123° und enthielten die fiir das Dioxim des 
Dehydro-apocholsiure-methylesters berechnete Menge Stick- 
stoff. 


6,57 mg Substanz gaben 0,347 cem N (21°, 752 mm). 
C,,H3,O,N, Ber. N 6,51°/, Gef. N 6,06 °/9. 


Zur Umwandlung in Apocholansiure kochten wir 0,5 g 
der rohen Diketosiiure 41/, Stunden mit 4 g amalgamierten Zink- 
spiinen, 18 ccm rauchender Salzsiure und 8 ccm Kisessig. Beim 
Erkalten setzte sich das Reduktionsprodukt in harzigen Tropfen 
auf den Zinkresten ab. Es wurde ihnen durch heiBen Eisessig 





Untersuchungen iiber die Konstitution der Gallensiiuren. XV. 183 


entzogen, wurde aber auch nach dem Impfen mit Apocholansiiure 
erst nach einiger Zeit krystallin. Nach wiederholtem Umkrystalli- 
sieren aus schwach verdiinnter Essigsiiure bildete es farblose 
Nadeln, die fiir sich und mit Apocholansaure gemischt den richtigen 
Schmelzp. 143—144° zeigten. 


Oxydation der Apocholsiiure mit Mn0,K : Dioxy-choladiensiiure, 
Cx4H560,. 

Bei Zimmertemperatur: Eine Lésung von 9 g Kisessig- 
Apocholsiure in 150 ccm n-Natronlauge wurde bei etwa 20° mit 
250 ccm 4°/,iger Permanganatlésung (etwa 3 Mole MnO,K) einen 
halben Tag sich selbst iiberlassen. Dann wurde das unverbrauchte 
Permanganat durch Methanol reduziert, aufgekocht, heiB abfiltriert, 
Filtrat und Waschwiisser auf 200 ccm eingeengt und nach dem 
Erkalten mit verdiinnter Schwefelsiure angesiiuert. Der Nieder- 
schlag wurde nach 24 Stunden abgesaugt!) und mit kalt gesiittigter 
Barytlauge zum Sieden erhitzt. Dabei trat aber nur eine ganz 
schwache Fallung auf. Das Filtrat davon wurde mit Salzsiiure 
iibersattigt und das dadurch in Freiheit gesetzte Siuregemisch 
aus Eisessig + Wasser umkrystallisiert, bis sein Hauptbestandteil 
ziemlich scharf bei 235—236° schmolz. Ausbeute 0,5 g. Zur 
Analyse wurde im Vakuum bei 100° iiber KOH getrocknet. 

2,565 mg Substanz gaben 6,965 mg CO, und 2,260 mg H,0. 

2,665 mg ‘“ » 7,255 mg CO, und 2,380 mg H,0. 

Schmelzpunkt und Analysenwerte deuteten auf Dioxy- 
choladiensi&ure: 

C,,H,,0, Ber. C 74,23°/, H 9,28%, 

Gef. C 74,06, 74,25%, H 9,86, 9,99°/. 
Dementsprechend konnten wir den Schmelzpunkt des Stoffes 
durch weiteres Umkrystallisieren bis auf 246—247° treiben. Er 
bildete nun farblose Stibchen, die mit reiner Dioxy-choladien- 
siure keine Schmelzpunktsdepression mehr gaben. 

In der Wirme: Nach verschiedentlich abgeiinderten Vorver- 
suchen lésten wir 9 g Ejisessig-Apocholsiure in 135 ccm heifer 
5n-Natronlauge, fiigten dazu 340 ccm 4°/,iger Permanganatlisung, 
erhitzten schnell bis zum Sieden und lieBen 10 Minuten kochen. 
Dann wurde hei® vom Braunstein abgesaugt und nachgewaschen 





1) Das schwefelsaure Filtrat wurde neutralisiert, stark eingeengt, 
wieder angesiuert und mit Ather ausgezogen. Der Auszug hinterlie8 beim 
Abdampfen ein gelbbraunes Harz, aus dem sich kein gut definierter Stoff 
herausholen lieB. 
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und das Filtrat nach dem Erkalten mit 2n-Schwefelsiure an- 
gesduert. Am nichsten Tage filtrierten wir ab und krystallisierten 
die Rohsiiuren zunicht aus wenig Eisessig, dann 6 mal aus ver- 
diinntem Alkohol um. Danach lag der Schmelzpunkt der am 
schwersten léslichen Fraktion bei 247—248°. Nach nochmaligem 
Umkrystallisieren aus Hisessig bildete sie farblose Stibchen vom 
Schmelzp. 248—249°, Mischschmelzpunkt mit reiner Dioxy-cho- 
ladiensiure 248—249°. Zur Analyse wurden sie im Vakuum 
bei 118° iiber KOH getrocknet. 

2,490 mg Substanz gaben 6,770 mg CO,, 1,990 mg H,0. 

Cy 4H5,0, Ber. C 74,23°/,  H 9,28°/, 
Gef. ,, 74,15 »» 8,94. 

Aus den vereinigten Mutterlaugen vom Umkrystallisieren setzte 
sich beim freiwilligen Verdunsten ein unscharf von 170—180° 
schmelzendes Stoffgemenge ab. Es wurde 2 mal aus verdiinnter 
Essigsiure, 3 mal aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert, und 
dann, da sein Schmelzpunkt noch immer nicht scharf war, 1 Stunde 
mit Ather aus der Hiilse extrahiert. Aus dem Ather schied sich 
dabei ein weibes Krystallpulver ab, das aus verdiinntem Alkohol 
in farblosen Prismen vom Schmelp. 177—178° herauskam; Misch- 
schmelzpunkt mit Apochols&ure unverdindert. Zur Analyse 
wurde im Vakuum bei 118° iiber KOH getrocknet. 

2,515 mg Substanz gaben 6,870 mg CO,, 2,315 mg H,O. 

C,,H,.0, Ber. C 73,84 /o H 9,74 %, 
Gef. ,, 74,30 » 10,30. 

Auch durch ihren beim Impfen mit einem Kontrollpraparat 
sofort erstarrenden Methylester lieB sich die Siure mit aller 
Sicherheit als Apocholsiure identifizieren. 

Bei einer Wiederholung des Versuches fanden wir, daB man 
das Siiuregemisch von der Oxydation am einfachsten folgender- 
maBen aufarbeitet. Es wird aus Eisessig umkrystallisiert, bis es 
farblos geworden ist, dann bei Zimmertemperatur mit der doppelten 
Menge absoluten Alkohols digeriert. Dabei geht die Apocholsiure 
in Lésung, der Riickstand enthalt die rohe Dioxy-choladiensaure. 
Aus 9 g Eisessig-Apocholsiure gewannen wir so 1,8g reiner Apo- 
cholsiiure wieder, daneben etwa 0,65 g Dioxy-choladiensaure. 


Oxydation der Apocholsiiure mit C,H,- CO -0,H: Apocholsiiure-oxyd 
C,,H,,0, und Dioxy-choladiensiiure C,,H,,0,. 

9 ¢ Kisessig-Apocholsiure in 450 ccm iiber Permanganat destil- 

liertem Aceton wurden bei 10° mit der itherischen Lésung der 





— 
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einem Atom aktivem Sauerstoffs entsprechenden Menge Benzoyl- 
hydroperoxyd versetzt und 18 Stunden unter LichtausschluB verwahrt. 
Als danach auf etwa 60 ccm eingeengt war, schieden sich bei 
weiterem Stehen etwa 1 g farbloser, derber Prismen ab, die roh 
oberhalb 190°, nach 3 maligem Umkrystallisieren aus verdiinntem 
Alkohol bleibend bei 205° schmolzen. Sie enthielten noch Krystall- 
alkohol. Nach 5stiindigem Trocknen im Vakuum bei 118° ent- 
sprach ihre Zusammensetzung annahernd der Formel C,,H,,0, des 
Apocholsiureoxyds: 
2,690 mg Substanz gaben 6,905 mg CO, und 2,365 mg H,0. 
C,,H;,0; Ber. C 70,88°/, H 9,48°/, 
Gef. ,, 70,01 »» 9,84. 

Die Acetonmutterlaugen davon wurden eingedampft und der 
Rickstand durch Digestion mit kaltem Ather von Benzoesiiure und 
harzigen Verunreinigungen befreit. Er wog etwa 5,6¢ und liste 
sich ziemlich schwer in Alkohol, um dann erst nach dem Einengen 
der Lésung wieder herauszukommen. Nach 5 maligem Umkrystalli- 
sieren daraus bildete er farblose Stibchen vom Schmelzp. 245 
bis 247°?) (mit Dioxy-choladinsaure aus Apocholsiure gemischt 
keine Depression). Zur Analyse wurden sie im Vakuum bei 118° 
iiber KOH getrocknet. 

2,595 mg Substanz gaben 7,085 mg CO, und 2,190 mg H,0O. 


C,4H3604 Ber. C 74,23°/, H 9,28°/, 
Gef. ,, 74,44 ») 9,44. 


Versuche mit Apocholsiiureoxyd. 


Methylester: Er wurde aus 0,05 g Oxyd durch itherische 
Diazomethanlésung gewonnen und schied sich bereits beim Hin- 
dampfen in farblosen, zu Biischeln vereinigten Nadeln daraus ab. 
Nach 2 maligem Umkrystallisieren aus Ather schmolz er bei 182 
bis 183° Zur Analyse wurde er im Vakuum bei 118° getrocknet. 

2,495 mg Substanz gaben 6,520 mg CO, und 2,080 mg H,0. 

C,5H40s Ber. C 71,43%,  H 9,52, 
Gef. ,, 71,27 » 9,88. 

Umwandlung in Dioxy-choladiensaure: 0,1 g des Oxyds 
wurde mit 20 ccm n-Schwefelsiiure 2 Tage lang unter 6fterem Um- 
schiitteln sich selbst tiberlassen. Dabei erschienen neben den 
Prismen des Ausgangsmaterials nach einiger Zeit feine Nadeln., 
SchlieBlich wurde noch 4 Stunden auf dem Wasserbad erwiirmt. 





) Bei spiiteren Versuchen bleibend 249—250°. 
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Das Reaktionsprodukt krystallisierte aus Kisessig + Wasser in den 
charakteristischen farblosen Stabchen der Dioxy-choladien- 
Siiure und wurde durch Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt und 
Analyse mit ihr identifiziert: 


2,570 mg Substanz gaben 6,945 mg CO, und 2,215 mg H,0O. 
C,,H,,.0, Ber. C 74,23°/, H 9,28°/, 
Gef. ,, 73,70 9) 9,65. 

Reduktion zu Apocholsiure: 0,2g des Oxyds in 30 ccm 
Kisessig wurden bei gewohnlicher T'emperatur mit 0,8 g Pt-schwarz 
und Wasserstoff geschiittelt. Nach 30 Minuten war die Reduktion 
beendet. Es waren 12 ccm Wasserstoff statt der berechneten 
11 ccm verbraucht. Aus dem Filtrat vom Platin krystallisierten 
nach weitgehendem Hinengen farblose Nadeln von Hisessig-Apo- 
cholsiure. Durch Umlésen aus Alkohol + Wasser erhielten wir 
daraus die Apocholsiure selbst; sie wurde nach dem Trocknen 
(im Vakuum beim 100°) durch ihren Schmelzp. 174—176°, den 
Mischschmelzpunkt mit einem Vergleichspriiparat und durch Uber- 
fiihrung in ihren Methylester (Schmelzp. 85—86°, Mischschmelz- 
punkt mit einem Priiparat aus Apocholsiure unverandert) als solche 
charakterisiert. 


Versuche mit Dioxy-choladiensiiure 
(aus Apocholsiiure durch Benzoyl- hydroperoxyd). 

Methylester: Bei Veresterungsversuchen mit Diazomethan 
stieBen wir wegen der geringen Lislichkeit der Siure in Ather 
und Aceton auf Schwierigkeiten. Die Umsetzung war auch nach 
1 tigigem Aufbewahren des Reaktionsgemisches trotz hiaufigen 
Umschiittelns noch nicht beendet. Das Filtrat vom Ungelésten 
hinterlieB beim Abtreiben des Athers ein farbloses Harz, das nicht 
zur Krystallisation zu bringen war. Dasselbe Ergebnis brachte 
ein Versuch, die Siure durch Erwiirmen mit schwefelsiurehaltigem 
Methanol zu verestern. Beide Priiparate konnten wir durch 
alkoholische 2 n-Kalilauge wieder zu Dioxy-choladiensiiure ver- 
seifen.?) 





1) Auch aus Dioxy-choladiensiiure, die wir aus Apocholsiure durch 
Bromieren in Methanol nach der Vorschrift von Boedecker und Volk 
gewonnen hatten, erhielten wir mit itherischer Diazomethanlésung nur ein 
farbloses Harz, dagegen aus dem Silbersalz der Siure durch 2 stiindiges 
Kochen mit iiberschiissigem Jodmethyl den Methylester in schénen farblosen 
Prismen, die nach mehrfachem Umkrystallisieren aus Ather bei 136—138° 


schmolzen. 
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Reduktion zu Apocholsiure: Wir hydrierten 0,6 g Dioxy- 
choladiensdure in 50 ccm Hisessig unter denselben Bedingungen wie 
Apocholsiure-oxyd. Die Wasserstoffaufnahme war nach 1 Stunde 
beendet. Sie betrug etwa 42 ccm (fiir 1H, ber. 34 ccm), die 
Hauptmenge (etwa 30 ccm) war schon nach 10 Minuten angelagert. 
Die erhaltene Apocholsiure schmolz bei 173—175°, ihr Methy1- 
ester bei 85—86°; Mischschmelzpunkte mit Vergleichspriiparaten 
unverdndert. 


II. Versuche mit Dioxy-3,7-cholensaiure vom Schmelzp. 259—260”. 


Fir die folgenden Versuche stand uns zuniichst ein Priiparat 
der Saiure (etwa 30 g) zur Verfiigung, das uns Herr Direktor Dr. 
Boedecker giitigst iiberlassen hatte. Eine weitere, nicht sehr 
groBe Menge des schwer zuginglichen Stoffes haben wir nach 
den Angaben seiner Entdecker aus den Riickstiinden von der 
Darstellung der Apocholsiure herausgearbeitet. 


Oxydation mit CrO,:Diketo-3,7-cholensiure C,,H,,0,. 


1 g der Siure wurde in 80 ccm Eisessig gelist und mit 
0,7 g Chromtrioxyd in 1 ccm Wasser + 4 ccm Eisessig unter den- 
selben Bedingungen wie Apocholsiure oxydiert und weiterbehandelt, 
Aus der ammoniakalischen Lésung des Oxydationsproduktes wurde 
die Diketosiure durch Eintropfen in eiskalte verdiinnte Salz- 
siure als weifes Pulver gefillt. Sie liste sich leicht in Ather, 
krystallisierte aus Petrolather, auch aus verdiinntem Alkohol oder 
verdiinnter Essigsiure, hatte aber groBe Neigung, sich élig daraus 
abzuscheiden. Aus verdiinntem Alkohol erhielten wir sie in farb- 
losen Nadeln vom Schmelzp. 158° (nach vorhergehendem Erweichen), 
die zur Analyse im Vakuum bei 100° iiber KOH getrocknet 
wurden. 


2,695 mg Substanz gaben 7,420 mg CO, und 2,190 mg H,O. 
C,,H,,0, Ber. C 74,62°, H 880%,  Gef. C 75,08, H 9,09%,. 
Zur Darstellung ihres Dioxims erwirmten wir 0,1 g der 
Siure in der erforderlichen Menge Natriumcarbonatlésung 3 Stun- 
den mit einem UberschuB von Hydroxylamin, fillten nach dem 


2,480 mg Substanz gaben 6,760 mg CO, und 2,060 mg H,0. 
C,,H,,0, Ber. C 74,63%, H 9,45°,  Gef. C 74,32°, H 9,29°). 
Wir werden in einer spiiteren Mitteilung beim Vergleich der Dioxy-choladien- 
siuren und der Apocholsiiuren verschiedener Herkunft auf diese Beob- 
achtung zuriickkommen. 








188 W. Borsche und Alex. R. Todd, 


Erkalten mit verdiinter Salzsiure und krystallisierten den Nieder- 
schlag 2mal aus Alkohol + Wasser um. Er setzte sich daraus 
in farblosen, kugelig vereinigten Nidelchen ab, die bei 208° unter 
Aufschiumen schmolzen. 
2,400 mg Substanz (im Vakuum bei 100° iiber KOH getrocknet) gaben 
6,150 mg CO, und 1,785 mg H,O. 
C,,H,.0,N, Ber. C 69,24°, H 8,65°/, Gef. C 69,88°, H 8,32°),. 
Diketo-3,7-cholensiure-methylester haben wir mit 
Diazomethan nur als farbloses Harz, sein Dioxim zwar schon 
krystallisiert, aber noch nicht in der zur Reinigung erforderlichen 


Menge erhalten. 


Oxydation mit MnO,K: Tetraoxy-3,7,13,14-cholansaure 
C,,H,,0,. 


24°40 ~ 6° 

Eine Liésung von 2 g Dioxy-cholensiure in 100 ccm 0,5n- 
Natronlauge wurde bei Zimmertemperatur mit 56 ccm 4°/iger 
Permanganatlisung vermischt. Dabei trat keine merkliche Tempe- 
raturerhéhung ein. Nach 2 Stunden war alles Permanganat ver- 
braucht. Es wurde aufgekocht und heif filtriert. Aus dem er- 
kalteten Filtrat fallte verdiinnte Salzsiiure gelblichweiBe Flocken 
(trocken 0,57 g), die roh oberhalb 200° schmolzen, nach 5 fachem 
Umkrystallisieren aus verdiinnter Essigsiiure bleibend bei 219—220°. 
Sie waren dadurch in farblose Nidelchen iibergegangen. 

2,805 mg Substanz (im Vakuum bei 118° iiber KOH getrocknet) gaben 
6,900 mg CO, und 2,420 mg H,0. 
C,,H,,0, Ber. C 67,91°/, H 9,44°/,  Gef. C 67,09°/, H 9,66%,. 

Methylester: Da die Siure bei Zimmertemperatur kaum 
von Ather aufgenommen wird, wurde ihre Lisung in Aceton mit 
iitherischer Diazomethanlésung vermischt. Nach beendeter Um- 
‘setzung wurde abdestilliert. Dabei blieb der Ester in Krystallen 
vom Schmelzp. 197—198° zuriick. Nach 3 maligem Umkrystalli- 
sieren aus Ather (Extraktion aus der Hiilse!) schmolz er bleibend 
bei 205—206°. 

2,310 mg Substanz (im Vakuum bei 100° iiber KOH getrocknet) gaben 
5,835 mg CO, und 1,910 mg H,0O. 
C,,H,.0, Ber. C 68,50°%, H 9,59°/,  Gef. C 68,90%, H 9,25°),. 


Oxydation von Dioxy-3,7-cholensiure-methylester 
mit C,H,-CO-0,H:Oxydo-dioxycholensiure- methylester 
C,H O, und +. methylester C,,H.,O,. 


40 
Eine Lésung von 2 g des rohen Dieny-dhiionievomeilagl 


esters, gewonnen nach der von Boedecker und Volk a.a. O. 
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verdffentlichten Vorschrift, in 100 ccm trocknem Ather wurde mit 
der berechneten Menge Benzoxyl-hydroperoxydlésung vermischt 
und 20 Stunden sich selbst iiberlassen. Nach dieser Zeit hatten 
sich — nur bei dem ersten Ansatz! — eine kleine Menge (0,05 g) 
farbloser Nadeln am Kolbenboden abgelagert, die sich bei der 
Analyse als Dioxy-cholensiureoxyd-methylester erwiesen. 
Sie schmolzen nach 3 maligem Umlisen aus verdiinntem Methanol 
bei 2385 —236°. 

2,370 mg Substanz (im Vakuum bei 100° iiber KOH getrocknet) gaben 
6,220 mg CO, und 2,010 mg H,O. 
C,,H,,0; Ber. C 71,43°/, H 9,52°/, Gef. C 71,59°/, H 9,63°/,. 


Das itherische Filtrat davon wurde durch Ausschiitteln mit 
Natriumcarbonatlésung von Benzoesiiure befreit, getrocknet und 
eingedampft. Es hinterlieB ein gelbliches Harz, das nicht kry- 
stallisieren wollte und deshalb durch 3 stiindiges Kochen mit 
40 ccm 2°/,iger methanolischer Kalilauge verseift wurde. Die 
zugehorige Siure fiel beim Ansiiuern der mit Wasser verdiinnten 
und eingeengten Liésung in weiben Flocken aus, die sich schnell 
in ein sandiges Pulver verwandelten. Beim Hrwirmen mit der 
6 fachen Menge 60°/,iger Kssigsiure liste es sich zuerst, kam aber 
dann sofort in den charakteristischen, farblosen Stiibchen der 
Dioxy-choladiensiure wieder heraus. Sie schmolzen bei 
240—242°, nach weiterem 4 maligem Umkrystallisieren erst aus 
Essigsiure, dann aus Alkohol bei 248—249° (Mischschmelzpunkt 
mit reinster Dioxy-choladiensiure unverindert). Ausbeute 1,5 g¢. 


2,635 mg Substanz gaben 7,205 mg CO, und 2,080 mg H,0. 
C,,H,,0, Ber. C 74,23°/, H 9,28°%,  Gef. C 74,56%, H 8,83! 


In der Mutterlauge von der Verseifung konnten wir keine 
Benzoesiure nachweisen. Das Harz, das wir verseift hatten, war 
also bereits Dioxy-choladiensiure-methylester gewesen, der danach 
folgendermafen entstanden sein diirfte. 





CH, CH, CH 
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7 HC CH C CH C . 
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Um wenn moglich die Herkunft des Dioxy-cholensiureoxyd- 
methylesters zu ermitteln, dem wir bei einem zweiten Ansatz unter 
genau denselben Bedingungen nicht wieder begegneten, haben wir 
einerseits 1,5g des mehrfach umkrystallisierten reinen Dioxy-cholen- 
siiure-methylesters, andrerseits 1,5 g des Harzes aus den Mutter- 
laugen von der Darstellung und Reinigung des Esters wie oben 
mit Benzoyl-hydroperoxyd oxydiert und aufgearbeitet. Beidemal 
erhielten wir aber schlieBlich nur Dioxy-choladiensdaurein etwa 
der gleichen Ausbeute (je 1,2 g). 


Wir betrachten unsere Studien iiber Apocholsiiure und ver- 
wandte Verbindungen, vor allem die Dioxy-choladiensaiure, noch 
keineswegs als abgeschlossen, sehen uns aber zu vorliegender Ver- 
Offentlichung veranlabt, da wir leider durch fuBere Umstiinde 
verhindert sind, sie gemeinsam fortzusetzen. Ihre Durchfihrung 
wurde dem einen von uns durch ein Research Scholarship des 
Carnegie Trust for the Universities of Scotland erméglicht. 
Auberdem hatten wir uns der Hilfe der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft und der I. D. Riedel-E.de Haén A. G. 
in Berlin-Britz zu erfreuen. Allen diesen Stellen danken wir 
herzlichst fiir die Férderung, die sie unsrer Arbeit angedeihen 


lhieBen. 


Berichtiguneg. 
Zu 
Y. Kotake, 


Studien itiber den intermediaren Stoffwechsel des Tryptophans. 
(Ba. 195). 


(Der Redaktion zugegangen am 13. April 1931.) 


Seite Zeile 
168 27 statt: 0,5 ¢ soll es heiBen: 0,8 g. 
169 | {25) 
“1404 statt: Kynurenin soll es heiBen: Kynureninsulfat 
170 l :| 


178 in der Tabelle soll es statt: Versuch | 10 | 11 | 12 | 13 


heiBen: Versuch | 12 | nicht | 11 | 13 


angegeben 


IS] 22 — statt: 236°C soll es heiBen; 263°C. 


Die Ficur auf der S. 207 und die Figur auf der 8S. 213 sollen mit- 


cinander ausgetauscht werden. 
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Berichtigung. 
Von 


Gustay Embden und Gerhard Schmidt. 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt). 


(Der Redaktion zugegangen am 13. Marz 1931). 


In einer in dieser Zeitschrift veréffentlichten Arbeit!) iiber Muskel- 
adenylsiure und Hefeadenylsiure haben wir in Tab. 2 (S. 138) die Ergebnisse 
unserer vergleichenden Untersuchungen iiber die hydrolytische Abspaltung 
von Phosphorsiure aus der Muskeladenylsiure, der Inosinsiure und der Hefe- 
adenylsiure mitgeteilt. Wir legten unserer Berechnung der Reaktions- 
konstanten die bekannte Formel 

k= B.2 log!0 . 
t ° a—z 
zugrunde. 

Herr Kollege Myrback (Stockholm) macht uns freundlicherweise darauf 
aufmerksam, daB uns bei der Ausfiihrung der Berechnung ein Versehen unter- 


e . . . . . . , a 
laufen ist; wir unterlieBen namlich die Logarithmierung des Wertes . 
a— & 


Wir bedauern dieses Versehen und geben im folgenden die richtiggestellte 
Tab. 2 unserer genannten Arbeit wieder. 

Durch diese Richtigstellung klirt sich auch ein scheinbarer Widerspruch 
zwischen den von uns und den von Yamagawa?) im Laboratorium von 
P. A. Levene gewonnenen Ergebnissen auf. Bei richtiger Durchfiithrung der 
Berechnung ergibt sich auch in unseren Versuchen fiir die hydrolytische Ab- 
spaltung der Phosphorsiure aus Inosinséure und iibrigens auch aus Muskel- 
adenylsiure eine Reaktionskonstante, wenn man von einer abweichenden 
Kinzelbestimmung bei der Inosinsiiure absicht. 

Der fiir Inosinsiure von uns erhaltene Wert ist, wenn man den ab- 
weichenden Einzelwert unberiicksichtigt liBt, dem von Yamagawa er- 
mittelten in der GréBenordnung gleich. 

Die fiir den Verlauf der Hydrolyse der Hefeadenylsiure errechnete 
Icaktionskonstante ist etwa 5mal gréBer als jene fiir die Muskeladenylsaure. 


1) Diese Z. 181, 130 (1929). 
2) J. of biol. Chem. 48, 330 (1920). 





Berichtigung. 





Versuchszeit 
in Minuten 





Oben: Abgespaltene Phosphorsdure in mg 
(theoretisch mégliche Menge 
2,190 mg) und °/, der theoretisch méglichen Menge. 


7 a 
Unten: k = _* lag?? 


Muskeladenylsaure Inosinsaéure Hefeadenylsaure 


0,580 mg [26,6°/5] 
k = 2,06-10-3 
0,177 mg [8,1°/5] | 
} k = 3,05-10-4 


0,248 mg [11,3°/)] | 
k = 4,18-10-4 


1,113 mg [50,7°/,| 
k = 2,43 - 10-* 
0,283 mg [12,9°/9] 
k = 2,89-10-4 | 








0,546 mg [24,6°/)] 
k Ss 4,02: 10-4 
1,946 mg [89,9°/,| 
hk = 2,03-10-8 
0,970 mg [44,2°/5] | 
k = 4,46-10~4 | 








0,567 mg [25,9°/5] 
k = 1,89-10-* 


1,116 mg [50,9°/,] 
k = 3,07° 10-3 


| 
| 


1,536 mg [70,1°/)] | 
k = 2,90-10-4 





